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Uma caraterística comum a muitas doenças neurodegenerativas é a formação de agregados 
proteicos e amilóides, no que se designa a cascata amiloíde. O foco deste trabalho é o estudo 
do homodímero S100A9 e do heterodímero S100A8/A9, duas das proteínas da resposta 
neuroinflamatória, que se encontram elevadas na vizinhança de depósitos proteicos, 
nomeadamente na doença de Alzheimer. Estas proteínas pertencem à família das S100, que 
possuem dois domínios EF-hand de ligação a Ca2+, e ligam também cobre e zinco. Este estudo 
visa contribuir esclarecer se as proteínas S100A8 e A100A9 estarão envolvidas na cascata de 
agregação amilóide, por formação direta de agregados das S100, ou mediante a associação com 
iões metálicos, cuja disfunção é característica em doenças neurodegenerativas.  
O primeiro passo do trabalho consistiu em expressar e purificar a S100A9 e a S100A8/A9, 
optimizando o processo. Os estudos de estabilidade térmica na presença e ausência de Ca2+, 
Cu2+ e Zn2+, revelaram que a S100A8/A9 é termodinamicamente mais estável que a S100A9. Os 
três iões metálicos são destabilizadores da S100A9, diminuindo a sua estabilidade térmica. Para 
a estabilidade térmica da S100A8/A9 os mesmos iões não mostraram ter um efeito significativo, 
pelo que se sugere uma conformação diferente com o core hidrofóbico mais blindado, 
aumentando a estabilidade. Realizaram-se também ensaios cinéticos de agregação, que 
revelram que a S100A9 apresenta uma agregação heterogénea, não dependente de nucleação 
na presença dos metais. No caso da S100A8/A9, os três iões metálicos potenciam a agregação. 
Por fim, analisou-se a hipótese de S100A9 e S100A8/A9 como moduladores de agregação do 
péptido Aβ1-42. O Aβ1-42 mostrou ter influência na agregação da S100A9 e da S100A8/A9, 
podendo estas proteínas ser potenciadoras da agregação. Este trabalho revelou que a 
agregação das proteínas em estudo é influenciada e potenciada pela ligação dos iões metálicos, 
pelo que se sugere que estes tenham um papel crucial na formação de agregados de S100A8/A9 
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The formation of proteic and amyloid aggregates, designated as amyloid cascade, is a common 
feature of many neurodegenerative diseases. The focus of this work is to study the homodimer 
S100A9 and the heterodimer S100A8/A9, two proteins of the neuroinflammatory response, found 
at high levels in the neighborhood of protein deposits, particularly in Alzheimer's disease. The 
S100A8 and S100A9 proteins belong to the S100 family, which have two EF-hand Ca2+ binding 
domains that can also bind copper and zinc. This study aims to clarify whether the S100A8 and 
A100A9 proteins are involved in the cascade of amyloid aggregation, by direct formation of S100 
aggregates, or by association with metal ions, whose dysfunction is characteristic of 
neurodegenerative diseases. 
The first step of this work was to express and purify the S100A9 and S100A8/A9, while optimizing 
the process. The thermal stability studies in the presence and absence of Ca2+, Cu2+ and Zn2+, 
revealed that S100A8/A9 is thermodynamically more stable than the S100A9. All metal ions 
destabilize S100A9, decreasing its thermal stability. For the thermal stability of S100A8/A9 the 
same ions showed to have no significant effect, suggesting a different conformation with more 
shielded hydrophobic core, and increasing its stability. The kinetic assays of aggregation, 
revealed that S100A9 has a heterogeneous aggregation in the presence of metals, independent 
of nucleation. In the case of S100A8/A9, the three metal ions potentiate aggregation. Finally, we 
examined the hypothesis of S100A9 and S100A8/A9 as modulators of Aβ1-42 peptide aggregation. 
The Aβ1-42 was shown to have influence on the aggregation of S100A9 and S100A8/A9, thus 
these proteins may be aggregation enhancers. This work has shown that aggregation of the 
studied proteins are influenced and enhanced by the binding of metal ions, whereby it is 
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Aβ  Péptido amilóide-beta 
AD  Doença de Alzheimer (do inglês Alzheimer’s disease) 
ANS  Ácido 8-anilinonaftaleno-1-sulfónico 
APP  Proteína percursora amilóide (do inglês amyloid percursor protein) 
CD  Dicroísmo circular (do inglês circular dichroism) 
DO600nm  Densidade ótica a 600 nm 
DSF  Varrimento diferencial de fluorescência (do inglês diferencial scanning 
fluorescence)  
DTT  Ditioreinol 
EDTA  Ácido etilenodiamino tetra-acético 
EGTA  Ácido etilenoglicol tetra-acético  
ER  Retículo endoplasmático (do inglês endoplasmatic reticulum) 
IPTG  Isopropil-1-tio-β-D-galactopiranosídeo 
MRP  Proteína relacionada mielóide (do inglês Myeloid related protein) 
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TEM  Microscopia de transmissão eletrónica (do inglês transmission electron 
microscopy) 
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Tlag  Tempo de lag phase 
ThT  Tioflavina T (3,6 – dimetilbenzotiazol-2-il)-N,N dimetilanilina) 
Tm  Temperatura de desnaturação 
UV  Ultra violeta




A introdução desta dissertação encontra-se dividida em três secções. A secção 1.1 aborda a 
biossíntese proteica e aspetos fundamentais do processo de folding. Apresentam-se os 
mecanismos de regulação do processo de folding das proteínas e aborda-se uma das 
consequências do misfolding das proteínas, a agregação proteica e doenças associadas a este 
fenómeno. Na secção 1.2 descrevem-se alguns métodos biofísicos que permitem estudar e 
monitorizar o folding proteico. Na secção 1.3 apresenta-se as proteínas S100, focando nas 
proteínas em estudo S100A8 e S100A9, e o seu papel em doenças neurodegenerativas, como 
a doença de Alzheimer. 
 
1.1 Folding de proteínas e misfolding 
1.1.1 Folding proteico 
  
A estrutura tridimensional nativa de uma proteína, determinada por interações moleculares é um 
pré-requisito para as suas funções e fundamental para todos os processos biológicos [1]. Um 
desafio importante na biologia molecular é o de encontrar os princípios que determinam o 
processo de obtenção da estrutura tridimensional e funcional a partir da cadeia polipeptídica, 
portanto, decifrar o processo de folding proteico [2, 3]. 
Nos últimos anos, tornou-se evidente que o folding e misfolding de proteínas está associado com 
uma vasta gama de processos celulares desde o transporte de moléculas para organelos 
específicos até à regulação do ciclo celular e à resposta imunitária [3, 4]. As proteínas 
corretamente enroladas são estáveis a longo prazo no ambiente biológico e são capazes de 
interagir seletivamente com os seus parceiros naturais [5].  
As proteínas são sintetizadas por uma série de passos, nomeadamente a transcrição e tradução, 
sendo a sequência de aminoácidos a estrutura primária das proteínas. A conformação estrutural 
das cadeias polipeptídicas têm caraterísticas distintas e correspondem à estrutura secundária 
das proteínas, e é dependente de ligações de hidrogénio. A estrutura terciária das proteínas, 
refere-se ao arranjo espacial dos elementos da estrutura secundária (tais como hélices-α, folhas-
β e loops) que se formam a partir da sequência linear de aminoácidos. As cadeias polipeptídicas 
enrolam espontaneamente de modo a que a maioria das suas cadeias laterais hidrofóbicas 
estejam blindadas no interior e a maior parte das cadeias laterais polares, carregadas, estejam 
à superfície. Uma vez enroladas, a conformação tridimensional biologicamente ativa das 
proteínas é mantida não só por interações hidrofóbicas, mas também por forças eletrostáticas, 
ligações de hidrogénio e apresentam ligações covalentes de dissulfureto (Fig. 1.1) [6]. 
 




Figura 1.1: Representação das ligações e interações presentes na estrutura tridimensional das 
proteínas. 
 
Algumas proteínas são também compostas por múltiplas cadeias polipeptídicas, normalmente 
referidas como subunidades da proteína. Estas subunidades podem ser iguais (como no caso 
dos homodímeros) ou diferentes (como por exemplo nos heterodímeros e complexos). A 
estrutura quaternária refere-se à forma como estas subunidades interagem umas em relação às 
outras e se arranjam num complexo proteico. A conformação final do complexo proteico é mais 
uma vez estabilizada por várias interações, incluindo pontes de hidrogénio [7].  
O folding proteico é o processo físico a partir do qual uma cadeia polipeptídica adquire uma 
conformação tridimensional particular. O folding resulta do estabelecimento de uma gama de 
interações que são definidas pela composição da sequência primária da proteína. A conformação 
obtida no final do processo corresponde ao chamado estado nativo [8].  
Em condições fisiológicas, o estado nativo e o estado desnaturado das proteínas estão em 
constante equilíbrio. O estado desnaturado apresenta uma elevada entropia conformacional, 
podendo adotar várias conformações.  
O equilíbrio entre a forma nativa e a forma desnaturada pode ser descrito pela equação 
termodinâmica geral (Equação 1): 
ΔG=ΔH-TΔS                                         (Equação 1) 
Onde ΔH representa a variação da energia livre, resultante de contribuições de ligações químicas 
e interações e –TΔS representa a variação da energia livre, resultante de variações no grau de 
ordem dentro do sistema [8]. 
A energética do processo de folding proteico pode ser conceptualizada por um gráfico que 
representa a superfície de energia e que permite representar as variações de energia do sistema, 
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em função da organização tridimensional da estrutura proteica, até ao estado nativo, ao qual 
corresponde um mínimo energético (Fig. 1.2) [8, 9].  
 
 
Figura 1.2: Esquema representativo do modelo do funil energético do folding proteico. Adaptado de 
[4]. 
 
Este modelo energético do folding de proteínas que envolve a organização progressiva de uma 
associação de estruturas parcialmente enroladas numa superfície de energia livre pode ser 
representada conceptualmente como um funil [9]. A extremidade superior do funil detém um 
amplo conjunto de conformações no estado desnaturado caracterizadas por uma elevada 
energia resultante de poucas interações que conduzem a uma grande entropia conformacional. 
Por outro lado, a conformação nativa encontra-se no final deste funil, num mínimo de energia 
alcançado como resultado de múltiplas interações electroestáticas de pequena magnitude e 
interações hidrofóbicas (Fig. 1.2) [8]. 
Dentro das células, as cadeias polipeptídicas nascentes são sequencialmente sintetizadas no 
ribossoma por um processo vetorial [2]. O folding in vivo é feito, nalguns casos, na co-tradução; 
ou seja iniciado antes da conclusão da síntese proteica, enquanto a cadeia nascente está ligada 
ao ribossoma. Outras proteínas, contudo, sofrem a maior parte do seu folding no citoplasma após 
serem libertadas do ribossoma, enquanto outras enrolam em compartimentos específicos, tais 
como em mitocôndrias ou no retículo endoplasmático (ER), após o transporte e translocação 
através da membrana. Os princípios físicos do processo de folding são universais. No entanto 
como as proteínas com fold incorreto expõem inevitavelmente ao solvente regiões da sua 
estrutura que estão normalmente blindadas no seu estado nativo, estas são propensas a 
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interações inapropriadas com outras moléculas dentro do ambiente celular. Os sistemas vivos 
desenvolveram uma gama de estratégias para prevenir tal comportamento [4]. 
 
1.1.2 Regulação do folding proteico 
 
Muitas vezes o processo de folding pode ser complexo, pelo que seria notável se o misfolding 
de proteínas nunca ocorresse. Há evidências que são necessários chaperões moleculares para 
prevenir o misfolding. Os chaperões moleculares são definidos como qualquer proteína que 
interage com outra proteína, estabilizando-a, facilitando a aquisição da sua conformação 
funcional ativa, a sua associação oligomérica, transporte ou a sua disposição para a degradação, 
sem estar presente na sua estrutura final [10, 11].  
 
Existem diferentes classes de chaperões que não estão estruturalmente relacionados, formando 
vias e redes cooperativas nas células. Os membros desta família de proteínas são conhecidos 
como proteínas de choque térmico (Hsp), uma vez que são regulados em condições de stress 
em que as concentrações de intermediários de agregação do folding aumentam. Os chaperões 
são normalmente classificados de acordo com o seu peso molecular (Hsp40, Hsp60, Hsp70, 
Hsp90, Hsp100…). Estão envolvidos numa variedade de funções de manutenção do proteoma, 
incluindo folding de novo, refolding de proteínas desnaturadas, associações oligoméricas, entre 
outras [11].  
 
Alguns chaperões interagem com as cadeias nascentes desde que emergem do ribossoma, 
enquanto outros estão envolvidos na orientação de fases posteriores do processo de folding. Os 
chaperões moleculares frequentemente funcionam em conjunto para assegurar que as várias 
fases do folding de tais sistemas são completados de forma eficiente [4]. Os chaperões 
moleculares aumentam a eficiência do processo, em geral reduzindo a probabilidade de reações 
competitivas, particularmente o misfolding. No entanto, existem várias classes de catalisadores 
de folding que aceleram passos potencialmente lentos no processo de folding [4]. 
 
Nos sistemas eucariotas, muitas das proteínas que são sintetizadas na célula são destinadas à 
secreção para o meio extracelular. Estas proteínas são transportadas para o interior do retículo 
endoplasmático (ER), onde ocorre o folding antes da secreção através do complexo de Golgi. O 
ER contém uma gama ampla de chaperões moleculares e catalisadores de folding, e além disso 
as proteínas que estão numa conformação enrolada devem satisfazer os requisitos de controlo 
de qualidade antes de serem exportadas [4]. A figura 1.3 ilustra a regulação do processo de 
folding no retículo endoplasmático. 




Figura 1.3: Ilustração da regulação do folding proteico no retículo endoplasmático. Adaptado de [4]. 
 
Este processo é particularmente importante porque parece haver alguns chaperões moleculares 
no meio extracelular. Estes mecanismos de controlo de qualidade envolvem uma série de 
reações de glicosilação e desglicolisação que permitem que as proteínas corretamente enroladas 
sejam distinguidas das proteínas misfolded. A resposta por proteínas de choque térmico no 
citoplasma está fortemente ligada à prevenção de doenças relacionadas com o misfolding [4, 7]. 
As Hsp atuam sob um controlo apertado dependente de ATP associando-se a polipéptidos 
desnaturados ou misfolded, promovendo o seu enrolamento e posterior libertação na forma 
nativa [13,14]. As proteínas misfolded são um alvo para a maquinaria de degradação [13]. 
Existem também chaperões moleculares que previnem a agregação, promovendo interações 
nativas nas espécies parcialmente enroladas prevenindo a formação de ligações não nativas que 
são formadas nos agregados proteicos [13]. 
 
A evolução destas maquinarias bioquímicas complexas atesta o facto de que é necessário as 
células isolarem e eliminarem rapidamente e eficientemente qualquer proteína desnaturada ou 
que esteja incorretamente enrolada logo que apareça. Em si, este fato sugere que estas espécies 
possam ter um efeito geralmente adverso sobre componentes celulares e viabilidade celular [3]. 
 
 
1.1.3 Agregação proteica e formação de amilóides 
 
Estados parcialmente enrolados ou estados misfolded são problemáticos porque tendem a 
agregar de uma forma dependente da concentração [15]. Isto tem a ver com o facto destas 
    
6 
 
formas exporem tipicamente os resíduos hidrofóbicos e as regiões não estruturadas das cadeias 
polipeptídicas ao solvente [11].  
 As proteínas podem adotar outras conformações proteicas não-nativas, através de contactos 
intermoleculares resultando na formação de oligómeros, fibras, agregados ordenados ou 
desordenados e fibras amilóides, como ilustrado na figura 1.4. 
 
 
Figura 1.4: Possíveis tipos de conformações adotadas pelas proteínas a partir do estado nativo. 
Adotado de [4] 
 
O estado que é adotado por uma proteína em condições específicas depende da estabilidade 
termodinâmica relativa das várias conformações acessíveis e da cinética da sua interconversão. 
A figura 1.5 ilustra a energética proteica, mostrando a multiplicidade de estados conformacionais 
disponíveis para uma cadeia polipeptídica [4, 7]. De acordo com este modelo, pode observar-se 
que a associação intermolecular de proteínas aumenta drasticamente a sua complexidade 
energética (cinzento escuro) em relação ao modelo do funil de folding proteico, que descreve a 
alteração conformacional de uma única cadeia polipeptídica num monómero funcional (a 
cinzento claro) [13]. 




Figura 1.5: Modelo energético do folding proteico e agregação. Adaptado de [13]  
 
A base molecular da agregação de proteínas em estruturas amilóides envolve a existência de 
proteínas na forma misfolded, ou seja, proteínas que não estão nas conformações em que 
normalmente funcionam in vivo, ou fragmentos de proteínas resultantes de processos de 
degradação que são inerentemente incapazes de enrolar corretamente. A agregação é uma das 
consequências comuns de uma cadeia polipeptídica que não consegue alcançar ou manter a 
sua estrutura tridimensional funcional. Tais eventos podem ser associados a mutações 
específicas, interações aberrantes com iões metálicos, mudanças nas condições ambientais, tais 
como temperatura ou pH, ou modificações químicas (oxidação, proteólise) [3,4]. 
Existem várias semelhanças no comportamento de agregação de diferentes peptídeos e 
proteínas. A primeira fase da formação parece estar envolvida na formação de oligómeros 
solúveis como resultado de interações relativamente não específicas, e nalguns casos, 
transições estruturais específicas, como troca de domínios, podem ser importantes [16]. Os 
agregados iniciais, agregados prefibrilares podem transformar-se em espécies com morfologias 
mais distintas, designadas protofibrilas. Estas estruturas são normalmente espécies fibrilares 
curtas, finas e por vezes enroladas, que podem evoluir em fibras maduras, por associação lateral, 
acompanhada por um elevado grau de reorganização estrutural (Fig. 1.6). Os agregados que se 
formam primeiro são estruturas relativamente desorganizadas que expõem ao exterior uma 
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Figura 1.6: Representação da formação de fibras. 
 
Em muitos casos, as espécies que são mais tóxicas para as células são os agregados 
prefibrilares (por vezes referidos como agregados amorfos, micelas de proteína ou protofibrilas), 
e não as fibras maduras em que se desenvolvem por último, como resultado de proteção celular 
[11, 18]. A presença de agregados tóxicos dentro ou fora das células pode prejudicar um número 
elevado de funções celulares que conduzem à morte celular por um mecanismo apoptótico [3]. 
 
A natureza do estado amilóide 
 
Em alguns casos, o estado nativo de um determinado péptido ou proteína pode não ser 
estruturado numa forma globular mas sim desordenada. No estado nativo de uma proteína, a 
maior parte das interações entre os resíduos de aminoácidos são intramoleculares, enquanto no 
estado amilóide predominam as interações intermoleculares. O estado nativo é 
termodinamicamente estável em relação ao estado amilóide se a energia livre, ΔG, do péptido 
ou proteína for mais baixa no estado nativo do que no estado amilóide. Como a estabilidade do 
estado amilóide (ΔG) é dependente da concentração de proteína, existe uma concentração na 
qual a estabilidade do estado amilóide é semelhante à do estado nativo; esta é designada 
concentração crítica. A concentrações superiores à concentração crítica, a proteína é mais 
estável no seu estado amilóide (Fig. 1.7) [19]. 
 
 
Figura 1.7: Termodinâmica do estado amilóide. Adaptado de [11] 




As estruturas amilóides são empacotadas e bastante ordenadas. No entanto, diferem do estado 
nativo porque possuem uma arquitetura genérica rica em folhas-β, ligadas por pontes de 
hidrogénio perpendicularmente, formando uma estrutura cross-β (Fig. 1.8) [19-20]. 
 
  
Figura 1.8: Fibrilas amilóides e esquema representativo da sua constituição 
 
O processo de formação amilóide é descrito como uma reação de polimerização, dependente de 
nucleação com uma progressão sigmoidal em função do tempo. A cinética de formação amilóide 
pode ser dividida em três fases: a fase de nucleação (ou fase lag), onde há a formação de núcleos 
através da agregação de unidades monoméricas; a fase de elongação, onde há o crescimento 
dos agregados formados; e a fase de equilíbrio, como representado na figura 1.9 [21]. Este tipo 
de comportamento, em que a fase de nucleação é observada antes da fase de crescimento 




Figura 1.9: Curva sigmoidal de formação de fibras amilóides. Na figura estão demonstradas imagens 
de TEM dos agregados formados nas diferentes etapas da agregação. Adaptado de [19] 
 
Uma característica fundamental da reação de polimerização dependente da nucleação é a 
capacidade de pequenas quantidades de fibras pré-formadas realizarem um seeding da reação, 
reduzindo significativamente a fase de nucleação. 
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Existem duas vias de nucleação, a nucleação primária e a secundária. Na nucleação primária, a 
nucleação dos agregados é homogénea e o crescimento é feito por adição de monómeros. A 
nucleação heterogénea e a fragmentação de filamentos são a via secundária e permitem que 
novos agregados sejam formados por processos que envolvem os agregados existentes, em 








Quando são adicionados monómeros às extremidades das fibras, elas adotam uma conformação 
cross-β para ser possível a sua ligação aos péptidos já presentes no agregado. Quando são 
adicionados agregados pré-formados durante a fase lag, pode haver a formação mais rápida de 
fibras, como resultado de seeding. O evento de fragmentação aumenta o número de 
extremidades de fibras que geram crescimento através da ligação de proteínas solúveis, e pode 
resultar numa proliferação exponencial das espécies fibrilares [19]. 
 
Mecanismos de defesa celular 
A tendência inerente das proteínas para agregar faz com que seja necessário para as células 
desenvolverem várias defesas contra proteínas misfolded ou anormais. A defesa primária é 
realizada pelos chaperões moleculares, muitos dos quais foram identificados como proteínas de 
choque térmico, como referido anteriormente. Estas moléculas são capazes de refoldar proteínas 
anormais e torná-las não tóxicas (Fig. 1.11) [22]. 
 




Figura 1.11: Mecanismos de defesa celular contra agregados proteicos. Adaptado de [22] 
 
Uma segunda defesa celular importante contra proteínas misfolded envolve a degradação pelo 
proteossoma. O proteossoma é uma maquinaria molecular complexa que pode desnaturar as 
proteínas e processá-las em pequenos fragmentos peptídicos no espaço intracelular, que contém 
enzimas proteolíticas. Classicamente, as proteínas são alvo de degradação proteossomal por 
ubiquitinação [22]. O terceiro mecanismo de defesa envolve autofagia, que tem várias variantes, 
incluindo micro e macroautofagia e autofagia mediada por chaperão. As proteínas 
citoplasmáticas solúveis, podem ser degradadas por esta via lisossomal. A autofagia mediada 
por chaperão pode ser ativada por stress oxidativo ou stress de nutrientes e está envolvida na 
degradação de proteínas com repetições mutantes de poliglutamina (Fig. 1.11) [22]. 
 
Quando proteínas anormais ou agregadas não conseguem refoldar ou serem degradas pela via 
de degradação proteossomal nem por autofagia, a célula tem uma linha de defesa alternativa; 
as células conseguem sequestrar os agregados por transporte mediado por microtúbulo e 
recolhê-las num local citoplasmático perto do centríolo. Este processo gera um corpo de inclusão, 




1.1.3 Doenças de folding proteico 
 
O misfolding e agregação de proteínas específicas são um acontecimento notório numa 
variedade de doenças neurodegenerativas [20, 21]. Os agregados de proteinas citosólicas 
misfolded são encontrados em corpos celulares e processados em neurónios assimétricos. 
Podem existir diferentes tipos de agregados envolvidos nestas doenças, incluindo agregados 
desordenados ou amorfos, mas as fibras amilóides são as mais caraterísticas [25, 26]. 
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Nas doenças neurodegenerativas, é muito provável que o comprometimento da função celular 
provenha das interações entre proteínas agregadas e outros componentes celulares. Nas 
doenças não neurológicas sistémicas, tal como a diabetes do tipo II e artrite reumatóide, no 
entanto, acredita-se amplamente que a acumulação de grandes quantidades de depósitos 
amilóides nos órgãos vitais pode, por si só, ser a causa de alguns dos sintomas clínicos [3, 23]. 
Está atualmente em foco um grupo de doenças de folding de proteínas conhecidas como 
amilóidoses. Neste tipo de doenças, péptidos ou proteínas específicas não atingem o estado 
nativo ou não permanecem corretamente enroladas e, agregam (muitas vezes com outros 
componentes) dando origem a depósitos amilóides no ambiente celular [3]. Os depósitos 
intracelulares presentes nas amiloidoses, (por exemplo, a proteína tau em emaranhados 
neurofibrilares, na AD) ou extracelulares (como o péptido Aβ em placas amilóides, na AD), podem 




Figura 1.12: Lesões neuropatológicas de doenças neurodegenerativas. a- inclusão intranuclear 
marcado para a ubiquitina (cortex cerebral) num paciente com a doença de Huntingtin, b- placa neuritica 
marcada para a Aβ (cortex cerebral), doença de Alzheimer, c- corpos de Lewy com a α-sinucleina marcada,  
doença de Parkinson. Adaptado de [25]. 
 
Estas doenças incluem uma gama de doenças degenerativas, esporádica, familiar ou 
transmissível, algumas das quais afetam o cérebro e o sistema nervoso central (por exemplo, 
doenças de Alzheimer, a doença de Parkinson e doença de Creutzfeldt-Jakob), enquanto outras 
envolvem os tecidos periféricos e órgãos tais como o fígado, baço e coração (por exemplo, 
amiloidoses sistémicas e diabetes de tipo II) [3]. Noutras formas de amilóidoses, tais como 
amilóidoses sistémica primária ou secundária, os depósitos proteicos são encontrados no tecido 
esquelético e nas articulações (por exemplo, amilóidose relacionada com hemodiálise) bem 
como em vários órgãos (por exemplo, coração e rim) [3, 4]. A tabela 1 resume a patologia de 
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Tabela 1.1: Sumário de doenças neurodegenerativas: proteínas e patologia. Adaptado de [25] 
Doença Etiologia   Regiões mais afetadas Patologia 
Doença de Huntington 
(HD) 
Huntingtin (dominante) 
Corpo estriado, ganglia 
basal. Córtex e outras 
Inclusões intranucleares e 
agregados citoplasmáticos 
Outras doenças de 
poliglutaminas 
(DRPLA, SCA1-3…) 
Atrofina-1, ataxina-1-3, etc; 
recetor androgénico (AR) 
(dominante) 
Gânglios basais, 
cerebelo, medula espinal 
Inclusões intranucleares 
Doença de Alzheimer 
(AD) 









amiloide (APP) (dominante) 
Presenilina 1,2 (dominante) 
Mesmas que a 
esporádica 




Mutações Tau (dominante) 
Córtex temporal e frontal, 
hipocampo 
Corpos 
Doença de Parkinson 
(PD) 
Esporádica 
Substancia nigra, cortex, 
cerúleo 
Corpos e neurites de Lewy 










Neurónios motores e 
córtex motor 
Corpos bonina e 
esferóides axionais 
Superóxido dismutase I 
(dominante) 
Mesmas que a 
esporádica 
Mesmas que a esporádica 
Doenças de prião 
(insónia familiar fatal, 
CJD, GSS) 
Esporádica, genética e 
infeciosa 
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1.2 Métodos de análise estrutural e estabilidade 
 
É necessário proceder a estudos estruturais em condições em que as proteínas normalmente 
atuam (em solução), assim como em outras condições, e fornecer medições de taxas de 
mudanças conformacionais das proteínas, que são essenciais para as suas funções biológicas. 
Para analisar a estrutura das proteínas a vários níveis e monitorizar diferenças conformacionais 
existem vários métodos eficazes para esse fim. 
 
 
1.2.1 Métodos biofísicos para monitorização do folding proteico 
 
As proteínas em solução podem estar em duas conformações, no seu estado nativo, ou seja 
num estado enrolado ou no estado desnaturado, dependendo da temperatura. No seu estado 
nativo as proteínas têm conformações caraterísticas, sendo que as partes hidrofóbicas se 
encontram no seu interior.  
A desnaturação proteica consiste na passagem do estado nativo para uma conformação 
desnaturada. A estabilidade da maioria das proteínas diminui com a temperatura, e atinge o 
equilíbrio quando as concentrações ou a fração de proteína no estado nativo são iguais à do 
estado desnaturado. Neste ponto, a temperatura é considerada como temperatura de 
desnaturação térmica (Tm) (Fig. 1.13) [24]. 
 
Figura 1.13: Representação de uma curva hipotética de desnaturação em função da temperatura. 
 
As técnicas mais frequentemente usadas para monitorizar a desnaturação das proteínas são as 
de dicroísmo circular e de fluorescência. 
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1.2.1.1. Espetroscopia de fluorescência 
 
A espetroscopia de fluorescência é um método altamente sensível para estudar o folding, 
dinâmica, associações e interações de proteínas [20-21]. Os estudos de fluorescência baseiam-
se na medição da intensidade e comprimento de onda máximo de emissão de fluorescência 
intrínseca das proteínas, ou dos fluoróforos extrínsecos quando em interação com estas.  
As fluorescência intrínseca das proteínas deriva da fluorescência natural dos aminoácidos 
aromáticos (absorvância a 260-320nm), tais como os resíduos de triptofano (Trp) e também, mas 
menos, de tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe), que podem fornecer informações acerca da 
estrutura terciária das proteínas. A integridade da estrutura terciária pode ser observada pelo 
desvio para comprimentos de onda maiores, que é resultado de uma maior exposição dos 
aminoácidos aromáticos ao solvente [18-22]. 
 Além da fluorescência intrínseca das proteínas, existem vários fluoróforos extrínsecos que 
oferecem possibilidades adicionais para a caracterização de proteínas, como estudos de 
estabilidade e conformação proteica e ainda estudos cinéticos de agregação. Alguns dos 
fluoróforos extrínsecos frequentemente utilizados são o SYPRO Orange, 1,8-ANS e ThT [32].  
A espetroscopia de fluorescência permite que os estudos sejam realizados com concentrações 
da ordem dos micromolar (ou inferior) e possui um rácio elevado de sinal-ruído. É um método 
conveniente para estudar mudanças rápidas de conformação das proteínas. É também usada 
para estudos cinéticos para estudos de proteínas amiloidogénicas [20, 21]. 
 
 
  1.2.1.2. Espetroscopia de varrimento diferencial (DSF)   
 
A espetroscopia de varrimento diferencial (diferential scanning calometry, DSF) monitoriza a 
desnaturação térmica de proteínas através de um fluoróforo extrínseco e é tipicamente realizado 
num instrumento de PCR em tempo real. O DSF pode ser aplicado numa vasta gama de 
proteínas. Os fluoróforos que podem ser utilizados nesta técnica emitem fluorescência num 
ambiente não polar, como quando se liga às regiões hidrofóbicas das proteínas desnaturadas. 
Os vários tipos de fluoróforos que têm sido utilizados diferem consoante as suas propriedades 
óticas [17, 23]. 
O fluoróforo com propriedades mais favoráveis para este método é o SYPRO Orange, devido ao 
seu elevado rácio sinal-ruído. Há um aumento da emissão de fluorescência do SYPRO Orange 
quando este se associa às regiões hidrofóbicas da proteína [21, 31]. 
 




Figura 1.14: Curva típica de uma desnaturação térmica por DSF. 
 
Os estudos cinéticos fornecem uma via particularmente viável para caraterizar a formação de 
novos agregados. A formação de fibras amilóides in vitro é normalmente monitorizada por 
métodos de fluorescência com fluoróforos com elevada afinidade para a estrutura amilóide, como 
a tioflavina-T (ThT), que se liga entre as folhas-β, que é o maior constituinte das fibras amilóides 
[18, 32]. 
Os ensaios podem ser desenhados para monitorizar a fração de proteína que é sequestrada em 
agregados, em função do tempo [21]. 
                                               
 
Figura 1.15: Cinética da formação de agregados em função do tempo, usando um fluoróforo. 
ThT 
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1.3. Proteínas S100 
1.3.1 Caraterísticas estruturais gerais das S100 
 
A família de proteínas S100 é constituída por 21 membros, que são apenas expressos em 
vertebrados [36]. Os genes codificantes da maioria das proteínas S100 humanas estão 
localizados na região cromossomal 1q21 [36-37]. Esta região abriga os genes do S100A1 até ao 
S100A16, o que é o resultado de múltiplos eventos de duplicação de genes. Os genes de outras 
proteínas S100, como S100B, S100P ou S100Z estão localizados nos cromossomas 21, 4 e 5, 
respetivamente [38]. As proteínas S100 estão funcionalmente distribuídas em 3 subgrupos: as 
que apresentam efeitos regulatórios intracelulares, as que têm funções intracelulares e 
extracelulares, e aquelas que exercem maioritariamente efeitos regulatórios extracelulares [36]. 
 
A família de proteínas S100 representa o maior subgrupo da superfamília de proteínas com 
domínio EF-hand que liga Ca2+ [35, 37, 38]. Cada domínio S100 tem cerca de 10-12kDa e 
contém dois motivos estruturais hélice-loop-hélice, EF-hand, ordenados de uma forma ‘back-to-
back’ e ligados por um ‘hinge’ flexível (Fig. 1.16) [39].  
 
Figura 1.16: Estrutura 3D dos motivos EF-hand das proteínas S100. Adaptado de [40] 
 
A maioria das proteínas S100 formam homo e heterodímeros, dependendo do ambiente em que 
estão inseridas (por exemplo iões metálicos a que estão expostas). Estas proteínas podem 
também formar aglomerados multiméricos, como tetrâmeros e octameros funcionais [37, 39].  
 
As proteínas S100 têm a capacidade de ligar diferentes iões metálicos, e como tal a concentração 
destes iões pode influenciar a oligomerização destas proteínas. A tabela 2 sumariza o estado de 
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Tabela 1. 2: Influência dos iões metálicos na oligomerização das proteínas S100 e as suas funções. 







dependente de metais? 
Função 
S100B 
Dímero Não Liga a RAGE 
Tetâmero Não Liga a RAGE com alta 
afinidade 
Hexâmero/ octâmero Ca2+  
S100A12 
Dímero Não Liga a RAGE 
Hexâmero Ca2+ Liga a RAGE com alta 
afinidade 
S100A4 Multimérico Não Desenvolvimento neurítico 
S100A8/A9 
Heterodímero Não  
Heterotetrâmero Ca2+ Formação de microtúbulos  
S100A2 
Dímero Não Supressor de tumores 




1.3.2. Associação dos iões metálicos às proteínas S100 
 
A capacidade de ligação a metais das proteínas S100 tem essencialmente uma influência como 
moduladores da sua conformação, folding, estado de oligomerização, e função. Estas proteínas 
são capazes de ligar diferentes iões metálicos, incluindo Ca2+, Zn2+ e Cu2+ [40, 45]. 
 
Cada monómero S100 é composto por 2 motivos hélice-loop-hélice ligantes de cálcio que formam 
um monómero globular contendo 4 hélices (hélice I, II, III, and IV) (Fig. 1.17) [44]. Os pares de 
EF-hands são unidos por uma cadeia-β anti-paralela muito curta e inúmeras interações 
hidrofóbicas entre as quatro hélices [36]. O loop tem uma sequência típica de 12 aminoácidos, 
com 6 ou 7 ligandos de oxigénio na sua cadeia principal ou na cadeia lateral, flanqueados pelas 
hélices HIII e HIV. O N-terminal das EF-hand exibe uma arquitetura ligeiramente diferente e 
contém um motivo específico de 14 aminoácidos flanqueados pelas hélices HI e HII.  
 
 
Figura 1.17: Representação do alinhamento de um monómero de S100. Adaptado de [45]. 
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Em geral, as proteínas S100 diméricas ligam quatro iões de cálcio por dímero com constantes 
de afinidade na ordem dos micromolar e centenas de micromolares. Devido às diferentes 
afinidades para o cálcio no C- e no N-terminal das EF-hands é possível a ligação dos iões cálcio, 
com diferentes afinidades [45]. 
 
A ligação do Ca2+ provoca uma alteração conformacional criada pela deslocação da hélice HIII, 
cerca de 90 graus, criando uma estrutura mais relaxada, expondo parte da região hidrofóbica, 
responsável pela interação S100-proteínas-alvo. Esta região hidrofóbica é formada por resíduos 
da região hinge, hélice HIII e C-terminais, as regiões que exibem maior variação na sequência 
de aminoácidos em toda a família S100. As hélices HI e HIV não são alteradas espacialmente 
com a ligação do Ca2+, mantendo o estado dimérico das proteínas S100 [38]. 
 
 
Muitas proteínas S100 (S100B, S100A2, S100A3, S100A6, S100A7, S100A8/A9, S100A12) para 
além de cálcio também têm a capacidade de ligar Zn2+ em sítios específicos, com grande 
afinidade (Fig. 1.18). Estudos revelam que existem dois sítios putativos de ligação a zinco nas 
S100, que normalmente são distintos dos sítios de ligação do cálcio [42, 43]. 
 
 
Figura 1.18: Estrutura 3D de uma proteína S100 ligada com Ca2+ e Zn2+. Adaptado de [40]. 
 
As proteínas S100 que ligam Zn2+ podem ser subdivididas em dois subgrupos: um, onde os 
resíduos Cys estão envolvidos na coordenação do Zn2+, e o segundo, onde o Zn2+ se liga 
exclusivamente via cadeia lateral aos resíduos His, Glu e Asp [38]. Algumas proteínas S100 
também ligam Cu2+ (S100B, S100A5, S100A12 e S100A13) e esta ligação ocorre 
frequentemente nos mesmos sítios que o Zn2+ se liga [38]. 
 
 
Conformações do tipo amilóide 
 
As conformações do tipo amilóide (oligómeros ricos em folhas-β, protofibrilas e fibras) podem ser 
acessíveis às proteínas S100 sob certas condições fisiológicas, e os iões metálicos têm um papel 
participativo no processo (Fig. 1.19). Encontra-se já estabelecido que os iões metálicos Ca2+, 
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Zn2+ e Cu2+ promovem alterações conformacionais nas S100 que têm um impacto na sua 
estabilidade, na formação de oligómeros funcionais e na formação de fibras amilóides. 
 
Considerando a propensão das proteínas S100 para formar oligómeros e fibras ricas em folhas-
β, prevê-se que alguns fatores podem influenciar as condições do meio celular que por sua vez 
podem afetar os estados funcionais destas proteínas. Alguns destes fatores são o desequilíbrio 
na homeostase de metais e interações proteína-metal anómalas, a inflamação, o stress oxidativo 
e / ou mutações genéticas. Estas condições podem resultar na formação de estruturas amilóides 




Figura 1.19: Esquema representativo da formação de agregados amilóides de proteínas S100 na 




1.3.3. Principais funções das proteínas S100 
 
As proteínas S100 têm um papel central na regulação de vários processos, incluindo ciclo celular, 
crescimento celular, diferenciação e mobilidade. Sublinhando a importância destas proteínas na 
sinalização, os níveis de expressão alterados estão implicados em muitas doenças. É o caso de 
muitos tipos de cancro, doenças neurodegenerativas autoimunes. Portanto, as proteínas S100 
exibem um interesse significante como potenciais alvos terapêuticos [39]. 
No meio extracelular, as proteínas S100 atuam de uma forma autocrina e paracrina via ativação 
dos recetores de superfície. Como sinalizadoras extracelulares, as proteínas S100 regulam a 
proliferação, diferenciação, sobrevivência e migração celular em condições normais e 
patológicas, inflamação e reparação de tecidos, e podem exercer atividade anti-microbial. Certas 
proteínas S100 também são encontradas no soro e outros fluidos biológicos durante o decurso 
das condições patológicas e são usadas como marcadores de doenças [36]. 
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No meio intracelular, as proteínas S100 atuam como sensores de Ca2+, traduzindo o aumento 
dos níveis intracelulares de Ca2+ numa resposta celular [36]. 
 
Em geral, as funções intracelulares das S100 podem ser agrupadas de acordo com a 
modelação do crescimento e diferenciação celular, regulação da homeostase de Ca2+ e 
atividades enzimáticas, nomeadamente a regulação da fosforilação mediada por cinases, e as 
interações com os componentes do citoesqueleto e fatores de transcrição [46]. 
 
.Crescimento celular e diferenciação: Muitas S100 regulam o crescimento celular e diferenciação, 
com expressão associada a vários cancros. A S100B está associada a esta função pois interage 
com a p53, inibindo a sua oligomerização e pode causar paragem de crescimento ou apoptose. 
O efeito da S100B na apoptose oferece uma ligação em relação à sobreexpressão da S100B 
vista em doenças neurodegenerativas como a doença de Alzheimer. S100A2 e S100A11 podem 
inibir o crescimento de certas células. A S100A2 é predominantemente regulada no cancro da 
mama [46]. 
 
. Regulação da homeostase do cálcio: A regulação da homeostase do cálcio pelas S100 pode 
ser atribuída à sua afinidade pelo Ca2+. Funções na homeostase do Ca2+ incluem a interação da 
S100A1 com o recetor da rianodina, um recetor presente no músculo-esquelético do retículo 
sarcoplasmico [46]. 
 
. Regulação da atividade enzimática: Apesar de não existir nenhuma proteína S100 com 
atividade enzimática, muitas podem regular a atividade de enzimas. Estas incluem enzimas 
envolvidas na regulação do metabolismo energético, no ciclo celular, maturação das células 
mieloides, atividade anti-inflamatória e contração muscular [46]. 
 
. Regulação da fosforilação das proteínas: Algumas S100 inibem a fosforilação através da 
interação com substratos de cinases, bloqueando o acesso às cinases. Outras proteínas 
inibidoras de fosforilação regulam etapas específicas nas vias de sinalização, nas quais as S100 
têm um papel [46]. 
 
. Interação com os componentes do citoesqueleto: Existem três constituintes do citoesqueleto 
citoplasmático que podem ser regulados pelas proteínas S100: microtúbulos (MT), filamentos 
intermediários (IF) e microfilamentos (MF). A S100B pode reduzir o excesso de polimerização da 
tubulina e/ou remodelar os MTs seguido de elevação de Ca2+ citosólico, devido à sua associação 
com os MTs axionais, centríolos, corpos basais, fusos mitóticos, e centrossomas. Em 
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1.3.4 Proteínas S100A8 e S100A9: caraterísticas gerais e funções 
 
Dentro da família das S100, as proteínas S100A8 e S100A9 tornaram-se o foco da pesquisa 
corrente devido à sua associação a inúmeros distúrbios, incluindo condições inflamatórias 
crónicas e agudas, doenças autoimunes, cancro, doenças neurodegenerativas, assim como o 
seu papel em processos fisiológicos normais dentro da célula [48].  
As proteínas S100A8 e S100A9, também conhecidas por MRP8 e MRP14, têm massas 
moleculares de cerca de 11 e 14kDa e são compostas por 93 e 114 aminoácidos, respetivamente 
[49]. Tal como os restantes membros da família S100, possuem locais específicos de ligação a 
cálcio, como representado na figura 1.20 [47-48]. 
 
Figura 1.20: Representação do alinhamento da sequência de aminoácidos da S100A8 e S100A9. A 
amarelo os resíduos conservados que ligam Ca2+. Adaptado de [48]. 
 
Ambas as proteínas podem formar tanto homo como heterocomplexos, formando 
preferencialmente heterodímeros e heterotetrâmeros numa forma dependente de Ca2+ e Zn2+ 
(Fig. 1.21) [49-50]. Tanto a ligação do cálcio como do zinco à proteína desencadeia alterações 
conformacionais e a formação de multímeros que modulam as propriedades funcionais da 
S100A8 e da S100A9 e as suas interações com vários alvos moleculares [51, 52, 53]. Portanto, 
a formação de heteromultímeros de S100A8 e S100A9 é considerado um mecanismo genérico 
da diversidade funcional proteica através da variação dos seus estados de conformação e pode 
determinar a sua associação com diferentes ligandos [55] .  
 
Figura 1.21: Representação terciária dos homodímeros S1008 e S100A9 e duas projeções do 
heterodímero S100A8/A9. Adaptado de [48] 
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As proteínas S100A8 e S100A9 são expressas constitutivamente nos neutrófilos e monócitos 
circulantes e a sua expressão pode ser induzida nos tecidos dos macrófagos (Fig. 1.22) [54, 55]. 
São expressas no citosol e não são segregadas pelo caminho clássico do retículo 
endoplasmático/Golgi. No entanto, há uma boa evidência que a segregação a partir das células 
necróticas depois de danos no tecido, são a maior fonte fisiológica para a S100A8/A9 extracelular 
[59]. A libertação da S100A8/A9 pelos monócitos é dependente de energia e requer uma rede 
funcional de microtúbulos [45, 57]. 
As proteínas S100A8 e S100A9 apresentam funções predominantemente extracelulares, sendo 
a sinalização extracelular pela S100A8/A9 restrita para as diferentes etapas dos monócitos. A 
interação dos monócitos com o endotélio ativo inflamado é visto como um estímulo adicional 
específico para a libertação da S100A8 e da S100A9. Tem sido demonstrado que complexos 
S100A8/A9, segregados pelos fagócitos ativos, ligam especificamente a células endoteliais e 
ativam diretamente o endotélio microvascular, levando à perda de função da barreira, à apoptose 
de células endoteliais, à regulação de fatores trombogénicos e um aumento da permeabilidade 
juncional [45, 58]. 
 
 
Figura 1.22: Representação de um possível ciclo de feedback positivo envolvendo as proteínas 
S100 de perpetuação da inflamação cronica. Vários estímulos pro-inflamatórios levam à ativação dos 
monócitos e neutrófilos. A ativação destas células conduz ao aumento da secreção de proteínas S100, 
nomeadamente a S100A8 e a S100A9. Adaptado de [62]. 
 
Quanto às funções das proteínas S100A8 e S100A9, apenas as que estão associadas às 
interações dependentes de cálcio do heterocomplexo com os componentes do citoesqueleto 
estão bem estabelecidas. As proteínas S100A8 e S100A9 ligam especificamente aos 
microtúbulos dos monócitos humanos e a filamentos de atina dos neutrófilos. Esta promove a 
polimerização da tubulina e o empacotamento de microtúbulos de uma forma dependente de 
Ca2+ (Fig. 1.23) [45, 60]. 




Figura 1.23: Esquema representativo dos microtúbulos e da polimerização dos mesmos. 
 
As proteínas S100A8 e S100A9 funcionam como marcadores inflamatórios, mas também 
medeiam os efeitos anti e pro inflamatórios [61,62,63]. Durante a inflamação, as células 
produzem uma quantidade elevada de espécies reativas de oxigénio, e sendo as proteínas 
S100A8 e S100A9 suscetíveis a oxidação, estas podem proteger tecidos contra danos oxidativos 
[52, 64-65]. 
 
1.3.5 As proteínas S100A8 e S100A9 associadas à doença de Alzheimer 
 
Como já referido, estas proteínas estão associadas a vários distúrbios e doenças 
neurodegenerativas. Uma das doenças em que as proteínas S100A8 e S100A9 estão envolvidas 
e são encontradas em elevados níveis é a doença de Alzheimer [69]. Uma vez que ainda não se 
conhece a causa nem a cura efetiva para este distúrbio neurológico é importante estudar os 
mecanismos que a envolvem de forma a progredir nos processos de tratamento. 
A doença de Alzheimer na maioria dos casos tem origem familiar, causada por mutações em 
várias proteínas mas também existem casos esporádicos sem nenhuma componente genética 
sendo influenciada por fatores não-genéticos.  
A doença despoleta vários sintomas como perda progressiva de memória, raciocínio espacial e 
atenção, dificuldade de aprendizagem, mudanças de humor e perda de independência [70], 
causada pela perda massiva de neurónios e disrupção da função sináptica do cérebro, 
começando pelo hipocampo (Fig. 1.24), que tem um papel importante na formação de novas 
memórias [68, 69, 70]. 
 




Figura 1.24: Representação das áreas do cérebro afetadas na doença de Alzheimer. 
 
A literatura sugere que as principais mutações genéticas na doença de Alzheimer são no gene 
da proteína percursora beta-amilóide (APP) localizada no cromossoma 21. Todas as mutações 
genéticas e fatores de risco estão associadas com a produção anormal ou produção do péptido 
beta-amilóide (Aβ) (Fig. 1.25) [68, 71]. O aumento da produção dos péptidos Aβ conduz à 
formação de agregados oligoméricos, que são normalmente tóxicos [75]. 
 
 
Figura 1.25: Representação dos mecanismos, normal e anormal, de clivagem da proteína 
percursora amilóide (APP). 
 
Estes agregados podem depositar-se, formando placas amilóides (Fig. 1.26), que são a principal 
caraterística desta doença [76]. Outro marcador desta doença são os emaranhados 
neurofibrilares (NFT), que são constituídos principalmente pela proteína tau hiperfosforilada [72, 
79]. 
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Figura 1.26: Esquema ilustrativo de placas amilóides e emaranhados neurofibrilares. 
  
Nas placas amilóides, para além dos péptidos Aβ, existem níveis considerados das proteínas 
S100A8 e S100A9. Há um aumento significativo na expressão da S100A9 pela microglia, 
observado no córtex temporal nos casos da AD esporádica e familiar [78]. 
 
Em modelos de ratos com AD, é observado que a produção de S100A9 é induzida pelo péptido 
Aβ e pelo fragmento c-terminal da APP (Fig. 1.27) [79] e que o knockdown do gene S100A9 
reduz a formação de placas amilóides. Foi também demonstrado, no mesmo estudo, que a 
adição de dímeros e monómeros de S100A9 leva à fibrilação de Aβ, sugerindo interações entre 
a S100A9 e os agregados de Aβ. Estas interações parecem reduzir a citotoxicidade atribuída à 
S100A9 não agregada, diminuindo a neuropatologia e conduzindo a um melhoramento da 
aprendizagem e memória [74, 76-77]. 
 
 
Figura 1.27: Esquema representativo do ciclo de formação de fibrilas amilóides na inflamação. 
Adaptado de [80] 
 
Os mecanismos de ação da proteína S100A8 e da S100A9 permanecem pouco compreendidos, 
no entanto a apreensão destes mecanismos é essencial pois estas proteínas podem ser um fator 
de risco e um alvo terapêutico para o diagnóstico e tratamento da AD. 
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Objetivo do trabalho 
 
O principal objetivo da presente tese foi o de analisar a estabilidade térmica de duas proteínas 
S100, a forma dimérica da S100A9 e do heterodímero S100A8/A9, assim como a sua propensão 
para formar agregados. O passo inicial e crucial foi o de purificar ambas as proteínas e a 
otimização do processo. Os ensaios de estabilidade e de agregação foram realizados nas 
mesmas condições para todas as proteínas, de modo a permitir a sua comparação. Um dos 
aspetos importantes a estudar foi o efeito de três iões metálicos, o Ca2+, Cu2+ e Zn2+, visto que 
estão envolvidos numa série de vias nas quais as proteínas S100 estão presentes, 
nomeadamente a cascata de inflamação 
Um outro objetivo tinha em vista analisar a influência das mesmas proteínas S100 na agregação 
do péptido Aβ1-42, a fim de decifrar os mecanismos por de trás da agregação amilóide, em 
doenças neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer. E por fim, caraterizar a morfologia 
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II. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
2.1 Expressão e purificação proteica 
2.1.1 Expressão e purificação dos homodímeros S100A9 e S100A8 
 
A expressão da proteína foi realizada a partir de stocks de glicerol previamente preparados. A 
expressão e purificação foi adaptada de [83]. Realizou-se um pré-inoculo onde se incubou um 
stock de glicerol em meio DYT, suplementado com 100 mg/ml ampicilina, e 20% glucose, durante 
a noite a 37oC, com agitação a 150 rpm. Transferiu-se 10 ml do crescimento para 0.5 L de meio 
DYT, suplementado com 500µl ampicilina (100mg/ml) e 10ml 20% glucose, a 37oC, a 150 rpm, 
até atingirem uma D0600nm≈1. Após atingirem a DO pretendida, as células foram induzidas com 
0,5mM de IPTG e incubadas a 25oC e a 150 rpm durante a noite. Recolheram-se as células 
através de centrifugação (centrifuga Beckman Coulter Avanti J25I, com o rotor JA-10) a 8000 
rpm durante 10 min., a 4oC, e congelou-se. 
Para a purificação das proteínas S100A8 e S100A9, as células foram ressuspendidas em 20mM 
Tris-HCl pH=8, com DNAse (para a clivagem hidrolítica de ligações fosfodiéster na estrutura do 
DNA) e 0.5mM de PMSF. As células foram partidas através de sonicação (amplitude 50%, 2s 
on/2s off). Para recolher os corpos de inclusão, centrifugou-se (rotor JA -25.5) a 16000 rpm 
durante 20 minutos e descartou-se o sobrenadante. Ressuspenderam-se os corpos de inclusão 
em 20 mM Tris-HCl pH8, 10 mM EDTA, 0,5% (v/v) Triton x-100 e sonicou-se novamente. 
Centrifugou-se (rotor JA -25.5) a 16000 rpm durante 40 minutos, descartou-se o sobrenadante e 
ressuspendeu-se em 6M guanidinio -HCl, para solubilizar as proteínas. Centrifugou-se (rotor JA 
-25.5) a 16000 rpm e recolheu-se o sobrenadante, contendo a proteína solúvel. Diluiu-se o 
extrato solúvel para 1M de guanidinio com 20mM Tris-HCl, 1mM EDTA, 1mM EGTA pH=8 e 
0,5mM DTT para impedir a formação de pontes dissulfureto.  
Seguiu-se uma cromatografia de desalting (HiTrap desalting), para remover o guanidinio e 
posteriormente realizou-se uma cromatografia de exclusão molecular (Superdex 75 16/600), 
usando 20mM Tris-HCl, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 1mM EGTA, 150 mM NaCl pH=8 e 0.5mM 
DTT. A partir da reta de calibração calculou-se as frações correspondentes à proteína pretendida 
e recolheu-se. Por fim, realizou-se uma cromatografia de troca iónica, separando as proteínas 
consoante a sua interação iónica com a resina da coluna, utilizou-se como tampão A: 20mM Tris-
HCl 1mM EDTA 1mM EGTA pH=8, e como tampão B: 20mM Tris-HCl 1mM EDTA 1mM EGTA + 




    
30 
 
2.1.2. Expressão e purificação do heterodímero S100A8/A9 
 
O processo de purificação do heterodímero S100A8/A9 foi adaptado de [83]. Após a expressão 
individual das proteínas S100A8 e S100A9, como descrito anteriormente, as células de ambas 
foram ressuspendidas, partidas e foram recolhidos os corpos de inclusão como descrito 
anteriormente. Juntaram-se os corpos de inclusão da S100A8 e S100A9, havendo uma maior 
propensão para a formação do heterodímero do que dos homodímeros [84], e solubilizou-se em 
6M guanidinio-HCl, juntaram-se os dois extratos e centrifugou-se (rotor JA -25.5) a 16000 rpm e 
recolheu-se o sobrenadante, contendo a proteína solúvel. Diluiu-se o extrato solúvel para 1M de 
guanidinio com 20mM Tris-HCl, 1mM EDTA, 1mM EGTA pH=8 e 0,5mM DTT para impedir a 
formação de pontes dissulfureto.  
Seguiu-se uma cromatografia de desalting (coluna HiTrap desalting), para a remoção do 
guanidinio. Após remover o guanidinio, passou-se a amostra numa coluna de cromatografia de 
exclusão molecular (Superdex 75 16/600), usando o tampão 20mM Tris-HCl, 1mM EDTA, 1mM 
EGTA, 1mM EGTA, 150 mM NaCl pH=8 e 0,5mM DTT. A partir da reta de calibração calculou-
se as frações correspondentes à proteína pretendida e recolheu-se. Por fim, passou-se a fração 
numa coluna de cromatografia de troca iónica, separando as moléculas consoante a sua 
afinidade para se ligar à coluna, utilizou-se como tampão A: 20mM Tris-HCl 1mM EDTA 1mM 
EGTA pH=8, e como tampão B: 20mM Tris-HCl 1mM EDTA 1mM EGTA + 1M NaCl pH=8, 0,5mM 
DTT, o gradiente foi feito de 0 a 100%.  
 
 2.1.3. Método de obtenção da forma desmetalada (forma apo) das proteínas S100   
 
Para retirar os iões metálicos que poderão estar ligados à S100A8 e à S100A9 as proteínas 
foram incubadas a 37oC, na presença de DTT (300 vezes a concentração da proteína) e 0.5mM 
EDTA, para quelar os metais, durante 2h. Realizou-se uma cromatografia de exclusão molecular 
(Superdex 200 10/300), com 50mM Tris-HCl pH=8 para separar os possíveis múltimeros 
formados durante o procedimento. A partir deste passo todas as experiências são realizadas 
com água chelex para evitar a ligação de iões metálicos presentes na água destilada. 
 
2.1.4. Expressão e purificação do péptido Aβ42 
 
Incubou-se o stock de glicerol em meio LB, suplementado com cloranfenicol, e 100 mg/ml 
ampicilina, a 37oC e a 150 rpm durante a noite. Posteriormente, adicionou-se 10 ml do pré-inoculo 
em meio M9, suplementado com 0,4% glucose, ampicilina, cloranfenicol, e tiamina, a 37oC, a 
120 rpm, até atingir atingir uma DO600nm≈0,7. Após atingirem a DO pretendida, as células foram 
induzidas com 0,5mM de IPTG e incubadas nas mesmas condições durante 4h. Recolheram-se 
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as células por centrifugação (centrifuga Beckman Coulter Avanti J25I, com o rotor JA -10) a 8000 
rpm a 4oC. Dissolveram-se as células em 100mM Tris-HCl, 10mM EDTA pH8 e congelou-se. 
Para a purificação do péptido recombinante Aβ42, ao extrato solúvel, adicionou-se DNAse e 
0.5mM PMSF, até se obter uma solução homogénea. As células foram partidas através de 
sonicação (3 minutos, amplitude 65%, 2s on/2s off). O péptido permanece nos corpos de inclusão 
por isso recolheu-se o extrato insolúvel após centrifugação (rotor JA -50.5), a 140000 rpm, 4oC. 
Ressuspenderam-se os corpos de inclusão em 10mM Tris-HCl, 1mM EDTA pH 8 e sonicou-se 
novamente. Após a última centrifugação, dissolveu-se os corpos de inclusão em 8mM ureia, 
10mM Tris-HCl, 1mM EDTA pH8, até se obter uma solução liquida e homogénea. Diluiu-se para 
2M de ureia em 10mM Tris-HCl, 1mM EDTA pH=8 e realizou-se uma cromatografia de troca 
iónica, adicionando-se 6g de resina-DEAE à solução. Filtrou-se a solução, e eluiu-se várias vezes 
com 10mM Tris-HCl, 1mM EDTA pH=8 e posteriormente com 25mM NaCl, 20mM Tris-HCl pH8 
1mM EDTA, para remover proteínas contaminantes. O péptido Aβ42 foi eluído com 125mM NaCl, 
20mM Tris-HCl pH8 1mM EDTA. 
De seguida para excluir as proteínas maiores que 30 kDa, utilizou-se um passo de concentração 
utilizando um centricon 30kDa e por fim, concentrou-se utilizando um centricon de 3 kDa e 
liofilizou-se a amostra. 
Antes do início dos ensaios com o péptido Aβ42, é necessário passar a proteína por uma coluna 
de exclusão molecular de modo a opter o monómero. Para tal, ressuspendeu-se a proteína 
liofilizada em 7M guanidínio pH=8 e incubou-se pelo menos 1h a 4oC, seguindo-se a 
cromatografia, com uma coluna Superdex 75 10/300. 
 
2.2. Método de análise da estrutura secundária e estabilidade  
 
O método utilizado para analisar a estrutura secundária das proteínas foi o dicroísmo circular. 
Traçaram-se espetros na região uv-distante entre 200 a 260 nm. 
Para a monitorização da estabilidade térmica das proteínas traçaram-se espetros na região uv-
distante entre 200 a 260 nm, usando uma gama de temperatura entre 25 e 95oC, com 
monitorização do sinal a 222nm.  
As amostras utilizadas tinham uma concentração de 0,3mg/mL, em 50mM Tris-HCl pH=7.4. Foi 
utilizada uma cuvete de luz polarizada com um percurso optico de 1mm. 
 
2.3. Método de análise de estabilidade 
Para analisar a estabilidade das proteínas e determinar a temperatura de desnaturação Não 
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utilizou-se varrimento diferencial de fluorescência (DSF). O fluoróforo utilizado foi o Sypro Orange 
(Invitrogen). 
As amostras foram preparadas em 50mM Tris-HCl pH 7,4, na presença de 5mM TCEP, numa 
concentração de 5µM de proteina e 5x Sypro Orange Foi também analisada a estabilidade na 
presença de iões metálicos, Ca2+, Cu2+ e Zn2+, em concentrações que variam entre 10 a 50 µM.  
As amostras foram colocadas em placas de 96 poços. Utilizou-se o instrumento TermoFluor, e 
foi medida a intensidade de fluorescência, usando um filtro de excitação de 530 a 560 nm e um 
filtro de emissão de 575 a 595 nm, numa gama de temperatura dos 20 aos 98ºC. 
  
2.4. Ensaios de cinéticas de agregação 
Foi utilizada espetroscopia de fluorescência para monotorizar a cinética de agregação das 
proteínas, através da ligação do fluoróforo Tioflavina-T (Milipore).  
As amostras foram preparadas em 50mM Tris-HCl pH7.4, na presença de 5mM TCEP e 2x ThT. 
As concentrações de proteína utilizadas foram de 20 a 100 µM, sendo utilizada maioritariamente 
a de 40 µM. Foram também feitos ensaios na presença de iões metálicos, Ca2+, Cu2+ e Zn2+, em 
concentrações que variam entre 20 a 160 µM.  
As placas de 96 poços (Corning), foram analisadas no instrumento FluoStar Optima (BMG 
Labtech), com um filtro de excitação de 440nm e um filtro de emissão de 480nm e um ganho de 
1800. As cinéticas foram realizadas a uma temperatura de 37oC, com ciclos de agitação a 86 
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III- RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1 Purificação das proteínas S100A8 e S100A9 
A expressão da proteína hS100A9 foi realizada a partir de stocks de glicerol previamente 
preparados. Na primeira etapa de purificação foram feitos passos sucessivos de sonicação e 
centrifugação e solubilização com guanidínio, para lisar as células e isolar os corpos de inclusão 
onde a proteína S100A9 se encontra maioritariamente, como se observa na figura 3.31, poços 
2, 4 e 6.  
                                   
Figura 3.1: Purificação do homodímero S100A9. Gel SDS-PAGE: 1- marcador all blue, 2- extrato 
insolúvel após 1ª centrifugação, 3- sobrenadante após 1ª centrifugação, 4- extrato insolúvel após a 2ª 
centrifugação, 5- sobrenadante após a 2ª centrifugação, 6- sobrenadante após a solubilização com 
guanidínio, 7- extrato insolúvel após a solubilização com guanidínio 
 
Na figura 3.1, observando os poços 2 e 3 pode ver-se que a proteína em estudo está 
maioritariamente na fração insolúvel (poço 2). Após a exclusão de outras proteínas solúveis, 
prosseguiu-se a uma segunda etapa de sonicação e centrifugação (Fig. 3.1 – 4 e 5) observando-
se uma amostra mais pura do que a anterior (poço 4 em relação ao poço 2). Por fim, 
solubilizaram-se os corpos de inclusão em guanidínio. Realizou-se uma última centrifugação 
para recolher o extrato solúvel, contento a proteína S100A9 (Fig. 3.1 – 6).   
Para a obtenção de uma maior pureza foi necessário proceder a várias técnicas cromatográficas. 
Para remover o guanidínio realizou-se uma cromatografia de desalting. Este passo é bastante 
importante, pois a exposição prolongada da proteína ao guanidínio pode deixar a proteína 
misfolded permanentemente.  
Seguidamente, realizou-se uma cromatografia de exclusão molecular. Nesta etapa foi possível 
separar as proteínas da amostra em função do seu tamanho. Pelo cromatograma (Fig. 3.2 – A), 
pode observar-se a presença de várias bandas correspondentes a proteínas com diferentes 
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eluição do homodímero de S100A9, pelo peso molecular da mesma. A confirmação da presença 
da proteína no pico escolhido foi realizada por eletroforese SDS-PAGE (fig. 3.2 – C: 4). 
Por último, realizou-se uma cromatografia de troca iónica, que possibilita a separação de 
proteínas através do aumento da força ióncia. O gradiente foi entre 0 e 1M NaCl, até se eluir 
todas as proteínas (Fig. 3.2 – B). O pico de eluição correspondente ao homodímero S100A9 foi 
confirmado, mais uma vez, por eletroforese SDS-PAGE (Fig. 3.2 – C:5). Após estes passos 
cromatográficos obteve-se proteína S100A9 com elevado grau de pureza, como observado na 
figura 3.2 – C:5. A purificação do homodímero S100A8 foi feita de forma semelhante, sendo que 
os resultados se encontram em anexo. 
           
Figura 3.2: Purificação do homodímero S100A9. A- Cromatografia de exclusão molecular. B- 
Cromatografia de troca iónica. C- Gel SDS-PAGE das diferentes etapas de purificação: 1-marcador all blue, 
2- extrato solúvel da S100A9, 3- pico cromatografia de desalting, 4- pico cromatografia de exclusão 
molecular, 5- pico cromatografia troca iónica. 
   
Foram concebidas algumas otimizações ao protocolo inicial da expressão e purificação das 
proteínas S100A8 e S100A9, a fim de se obter um maior rendimento. 
Prosseguiu-se a uma alteração aquando da expressão das proteínas S100A8 e S1000A9, após 
a indução das células com IPTG, onde inicialmente se realizava uma incubação com este indutor 
de cerca de quatro horas. Este passo foi substituído, deixando-se incubar durante a noite, cerca 
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Em relação à purificação, na etapa de remoção do guanidínio, inicialmente foi realizada por 
diálise, no entanto ocorria a formação de precipitados proteicos, o que prejudica o rendimento 
da purificação, pois pode levar à perda da proteína de interesse. Este passo foi substituído por 
uma cromatografia de desalting, permitindo uma troca mais rápida e eliminando a formação de 
precipitados.  
A otimização da expressão e purificação levou a um rendimento de cerca de 21 vezes superior 
ao inicial (Tabela 3.1). 
Tabela 3.1: Rendimentos obtidos na purificação do homodímero S100A9 antes e após a otimização. 
Rendimento inicial (mg S100A9/L de cultura 
celular) 





3.1.2. Purificação do heterodímero S100A8/A9 
 
Para formar o heterodímero S100A8/A9 foi necessário expressar as proteínas S100A8 e 
S100AA9 individualmente, como descrito anteriormente. A primeira etapa da purificação do 
heterodímero S100A8/A9 é realizado com as proteínas separadamente até à obtenção dos 
corpos de inclusão de ambas as proteínas (Fig. 3.3 – A: 2,3) 
Os corpos de inclusão de ambas foram reunidos, solubilizando-os com guanidínio. Quando se 
junta os corpos de inclusão de ambas, espera-se a formação do heterodímero, pois no ambiente 
celular, as proteínas S100A8 e S100A9 formam predominante o heterocomplexo [84]. O extrato 
solúvel contendo as proteínas foi recolhido por centrifugação (Fig. 3.3 – A: 4).  
Os passos cromatográficos foram semelhantes aos realizados para a proteína S100A8 e S100A9 
individualmente (Fig. 3.3 – B,C). Observa-se a separação de proteínas, levando à isolação do 
heterodímero S100A8/A9 (Fig. 3.3 – D).  
Após a cromatografia de permuta iónica, isolou-se o heterodímero S100A8/A9 com elevado grau 
de pureza, não se observando nenhuma banda adicional à das proteínas S100A8 e S100A9, 











          
Figura 3.3: Purificação do heterodímero S100A8/A9. A- gel SDS-PAGE dos vários passos de 
centrifugação da S100A8/A9: 1- all blue, 2- extrato insolúvel após solubilização de ambos os corpos de 
inclusão em tampão 20mM Tris-HCl+ 10mM EDTA+ Triton x-100, 3- sobrenadante após solubilização de 
ambos os corpos de inclusão em tampão 20mM Tris-HCl+ 10mM EDTA+ Triton x-100, 4- sobrenadante 
após solubilização com guanídinio, 5- extrato insolúvel após solubilização com guanidínio, B- Cromatografia 
de exclusão molecular. C- Cromatografia troca iónica. D- Gel SDS-PAGE: 1-marcador all blue, 2- pico 
cromatografia de desalting, 3- pico cromatografia de exclusão molecular, 4- pico cromatografia troca iónica. 
 
Obteve-se um rendimento de 16 mg do heterodímero S100A8/A9 por litro de cultura, que era o 
esperado segundo o protocolo [83]. O rendimento da purificação do heterodímero é muito menor 
que a do homodímero, o que pode dever-se às diferentes formas que estas proteínas podem 
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3.2 Purificação do péptido Aβ1-42 
A expressão do péptido Aβ1-42 foi realizada a partir de stocks de glicerol previamente preparados. 
Os primeiros passos da purificação deste péptido foram sucessivas sonicações e centrifugações 
para isolar os corpos de inclusão, onde se encontra o péptido Aβ. Os corpos de inclusão foram 
solubilizados em ureia. Pela figura 3.4 (poços 2 e 3) pode confirmar-se a separação de proteínas, 
ficando estas no extrato solúvel. 
A etapa seguinte foi a realização de uma cromatografia de troca iónica em batch, usando resina-
DEAE. Em estudos realizados anteriormente constatou-se que o uso de cromatografia em batch 
conduzia a um rendimento muito superior em relação à cromatografia de troca iónica em coluna 
[76]. A resina foi colocada em contato com o extrato solúvel da proteína, em agitação, para 
garantir que toda a proteína se ligasse à resina. Foram realizadas várias eluições com diferentes 
tampões, aumentando a força iónica a cada lavagem, com a adição de NaCl. Nos poços 4, 5 e 8 
estão as amostras relativas à primeira, segunda e terceira eluição com os diferentes tampões 
com um aumento da força iónica. Pela figura 3.4 pode observar-se a presença do péptido nos 
poços 7 e 8, com uma banda a cerca de 4kDa, sugerindo que a proteína é eluída com maior 
concentração de sal, durante a terceira eluição.  
 
 
Figura 3.4: Purificação do péptido Aβ1-42. 1- marcador all blue, 2- sobrenadante após 1ª centrifugação, 
3- sobrenadante após 2ª centrifugação, 4- eluição com o tampão 10mM Tris-HCl + 1mM EDTA pH=8, 5- 
eluição com o tampão 25mM NaCl+ 20mM Tris-HCl + 1mM EDTA pH=8, 6 – concentrado do centricon de 
30 kDa, 7- extrato da proteína após concentração, 8- eluição com o tampão 125mM NaCl+ 20mM Tris-HCl+ 
1mM EDTA pH=8. 
 
Para separar as proteínas maiores, superiores a 30 kDa, das menores, que é o caso do péptido 
Aβ, usou-se um filtro com um cut-off de 30kDa (centrincon). Na figura 3.4 no poço 6 observa-se 
o concentrado, confirmando a separação de proteínas maiores, que não a de interesse.  
Neste processo conseguiu-se um rendimento de cerca de 16 mg por litro de cultura. Este 
rendimento está entre os valores esperados segundo os autores do protocolo [76]. 
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3.3 Efeito dos iões metálicos na estrutura e estabilidade das proteínas S100A9 e 
S100A8/A9 
 
Um dos aspetos importantes no estudo de proteínas é estudar a sua estabilidade térmica e que 
fatores podem influenciar essa estabilidade. Para o nosso estudo em particular pretende-se 
averiguar o efeito dos metais na estabilidade térmica das proteínas em estudo, S100A9 e 
S100A8/A9, visto que estas têm capacidade de ligar diferentes iões metálicos, com o intuito de 
averiguar se a ligação de metais à proteína provoca alterações conformacionais que levem à 
exposição das regiões hidrofóbicas. Uma das técnicas que pode dar essa informação é o DSF, 
que foi a técnica escolhida, utilizando o fluoróforo SYPRO Orange 
 
 
3.3.1 Efeito dos iões metálicos na estrutura e estabilidade da S100A9 
 
O homodímero S100A9 liga diferentes iões metálicos, como Ca2+, Cu2+ e Zn2+, sendo que num 
dímero de S100A9 existem quatro ligações a cálcio e pensa-se que os sítios de ligação a cobre 
e zinco encontram-se entre os monómeros [48]. A ligação dos iões às proteínas podem 
destabilizar a estrutura nativa destas, modificando a sua conformação, pelo que a presença de 
metais pode influenciar o comportamento aparente das transições de desnaturação [85].  
As proteínas S100 têm a capacidade de ligar cálcio e este é um metal essencial para a execução 
das suas funções [36]. Os quatro sítios de ligação a cálcio da S100A9 têm diferentes afinidades 
para o mesmo [48]. É, portanto, importante estudar de que forma o cálcio pode afetar a 
estabilidade térmica desta proteína, com intuito de perceber o que acontece quando este metal 
está presente no meio celular e de que forma a ligação do metal pode influenciar a conformação 
da proteína.  
A temperatura de desnaturação determinada, por estimativa, para a apoproteína S100A9 foi de 
58 oC, o que corrobora com a literatura, onde a temperatura de desnaturação é cerca de 53 °C 
[83]. A presença de cálcio diminui a estabilidade térmica da S100A9, relativamente à sua forma 
desmetalada, sugerindo que a ligação deste ião metálico provoca alterações conformacionais na 
proteína. As diferentes concentrações de cálcio (2x, 4x, 10x a concentração de proteína), não 
alteraram entre si a estabilidade térmica da S100A9 de forma significativa (Fig. 3.8 – A). Estes 
resultados sugerem que os iões cálcio provocam alterações conformacionais no homodímero 
S100A9, que promovem a exposição das regiões hidrofóbicas, acelerando o processo de 
desnaturação. Portanto o cálcio pode ser considerado destabilizador da S100A9. Outro aspeto a 
ser considerado nestes ensaios é o declive das curvas apresentadas. Pode verificar-se uma 
diferença entre o declive da S100A9 na forma desmetalada e do homodímero na presença dos 
iões metálicos, tendo esta última um declive mais acentuado. Estes resultados podem sugerir 
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que no processo de desnaturação, a S100A9 forme uma gama maior de conformações 
intermédias diferentes, e quando se encontra ligada a cálcio há um estreitamento de 
conformações, consequência de uma destabilização cooperativa [86] [87]. A desnaturação 
cooperativa é caraterizada por uma curva sigmoidal abrupta, onde o processo de desnaturação 
é designado de dois estados, sendo o inicial a estrutura nativa e o final a estrutura desnaturada, 
enquanto as populações conformacionais parcialmente enroladas/desnaturadas são pequenas 
[87].  
Para além de cálcio, a S100A9 tem a capacidade de ligar cobre, mas em sítios de ligação 
distintos [38]. A existência de iões cobre em solução também diminui a estabilidade térmica do 
homodímero S100A9. As diferentes concentrações de cobre, não alteraram entre si a 
estabilidade térmica do homodímero S100A9 (Fig. 3.5 – B), portanto pode aferir-se que o efeito 
do cobre na estabilidade da S100A9 não é dependente da concentração. Contudo, segundo a 
figura 3.6, pode observar-se uma diferença de cerca de 16 oC na temperatura de desnaturação, 
que já é considerada significativa, entre a proteína desmetalada e a proteína ligada a cobre. 
Estes resultados sugerem que os iões de cobre provocam alterações conformacionais no 
homodímero S100A9, que aceleram o processo de desnaturação. Portanto, tal como o cálcio, o 
cobre pode ser considerado destabilizador da S100A9.  
Por fim, fizeram-se os mesmos ensaios na presença de zinco, uma vez que a S100A9 também 
tem locais de ligação a zinco, distintos dos de cálcio, onde o zinco se liga com grande afinidade, 
mas que ainda não se encontram identificados [38]. Tal como os outros iões metálicos, o zinco 
diminui a estabilidade da proteína em relação à sua forma desmetalada. As diferentes 
concentrações de zinco, não alteraram entre si a estabilidade térmica do homodímero S100A9, 
como visto na figura 3.8 – C, no entanto nota-se uma pequena diferença entre a menor 
concentração de zinco e as maiores. Pode verificar-se uma diferença de cerca de 10oC (Fig. 3.6) 
na temperatura de desnaturação entre a apoproteína e a proteína ligada a zinco (0,5%). Estes 
resultados sugerem que os iões de zinco provocam alterações conformacionais no homodímero 
S100A9, que aceleram o processo de desnaturação e parece que quanto menor a concentração 
de zinco maior a alteração conformacional. Portanto o zinco pode ser considerado destabilizador 
da S100A9.  
Analisando o efeito dos três iões metálicos na estabilidade do homodímero, pode aferir-se que 
todos eles destabilizam de certo modo a S100A9, acelerando a exposição das regiões 
hidrofóbicas da S100A9. Estes resultados podem sugerir que na presença destes iões metálicos 
a S100A9 possa ter comportamentos fisiológicos diferentes, devido à sua destabilização, que 
são influenciados por estes metais. 




Figura 3.5: Monitorização da desnaturação térmica do homodímero S100A9 na presença de várias 
concentrações de iões metálicos, por DSF. A- Desnaturação térmica na presença de cálcio. B- 




Figura 3.6: Temperaturas de desnaturação do homodímero S100A9 na presença de várias 
concentrações dos iões metálicos. 
 
Como se verificou que a ligação de um ião metálico provoca alterações conformacionais na 
proteína, o passo seguinte destinou-se à observação da influência de dois iões metálicos em 
simultâneo na estabilidade térmica da S100A9 a fim de perceber de que forma a ligação 
simultânea de dois iões pode alterar a conformação e se esta ligação tem ou não efeito na 
estabilidade, uma vez que a S100A9 apresenta locais de ligação diferentes aos três metais, e no 
seu meio esta proteína pode estar em contato com diferentes metais. Obtou-se pelo uso de uma 
concentração de metais de quatro vezes superior à concentração de proteína, de modo a garantir 
que todos os locais de ligação a estes metais estivessem preenchidos. 
Anteriormente constatou-se que os iões metálicos cálcio, cobre e zinco separadamente 
destabilizam termicamente a proteína, contudo, a presença de dois iões metálicos em simultâneo 
nas mesmas proporções têm efeitos diferentes (Fig. 3.7). 
A B C 




Figura 3.7: Monitorização da desnaturação térmica do homodímero S100A9 na presença de dois iões 
metálicos em simultâneo, por DSF. A- Desnaturação térmica do homodímero na presença de cálcio e 
cobre (160µM). B- Desnaturação térmica do homodímero na presença de cobre e zinco (160µM). C- 
Desnaturação térmica do homodímero na presença de cálcio e zinco (160µM). 
 
Figura 3.8: Temperaturas de desnaturação do homodímero S100A9 na presença de dois iões 
metálicos em simultâneo. 
 
O homodímero S100A9 na presença de cálcio e cobre em simultâneo apresenta uma 
temperatura de desnaturação estimada de 69oC, na presença de cálcio e zinco de 57 oC e na 
presença de cobre e zinco de 54 oC (Fig. 3.8). Comparando estes valores com a temperatura de 
desnaturação da proteína desmetalada (58 oC), verifica-se que apenas na presença de cálcio e 
cobre em simultâneo, a proteína torna-se termodinamicamente mais estável. Este resultado 
sugere que quando a proteína tem os locais de ligação de cálcio e cobre preenchidos esta 
apresenta uma conformação mais estável, com as regiões hidrofóbicas mais protegidas. A curva 
de desnaturação na presença destes dois iões também é diferente, assemelhando-se a uma 
curva cooperativa de dois estados. 
Em relação à ligação de cálcio e zinco à S100A9 (Fig. 3.7 – B) e de cobre e zinco (Fig. 3.7 – C) 
verifica-se que apesar de a temperatura de desnaturação não alterar relativamente à S100A9, 
pode observar-se que as curvas monitorizadas são diferentes, revelando mais uma vez a sua 
influência na diminuição de conformações intermédias, visto que a curva se assemelha mais a 
uma curva sigmoidal caraterística de uma desnaturação de dois estados [85]. 
Mudanças na concentração de cálcio citosólico regula uma variedade de processos celulares e 
proteínas que ligam cálcio, como a S100A9, constituem moléculas chave para a sinalização da 
transdução, diferenciação e controlo do ciclo celular [64]. A S100A9 interage com proteínas alvo 
A B C 
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de uma forma dependente de cálcio. Portanto as alterações na estabilidade, dependente da 
concentração de cálcio, podem estar relacionadas com as suas atividades celulares.  
A exposição de resíduos hidrofóbicos do homodímero S100A9 ao solvente pode ser responsável 
pela ligação de moléculas alvo [64]. Portanto a ligação dos metais pode estar associada à 
interação da S100A9 com outras moléculas. Sendo que os metais aceleram a exposição de 
regiões hidrofóbicas da S100A9, podem facilitar a interação com outras moléculas, alterando a 
conformação do homodímero. 
 
 
3.3.2 Efeito dos iões metálicos na estrutura e estabilidade da S100A8/A9 
 
Foram realizados os mesmos ensaios para o heterodímero S100A8/A9, nas mesmas condições, 
visto esta proteína também tem locais de ligação para os mesmos iões metálicos, com o intuito 
de perceber se as ligações dos metais têm o mesmo efeito que o homodímero ou se há diferentes 
mudanças conformacionais sendo as subunidades do dímero diferentes. Na figura 3.9 estão 
representadas as desnaturações térmicas da S100A8/A9 na presença de diferentes 
concentrações de Ca2+, Cu2+ e Zn2+. 
A temperatura de desnaturação obtida para o heterodímero foi de 69 oC, que está de acordo com 
a encontrada na literatura, 68 °C [83]. A presença dos iões metálicos cálcio, cobre e zinco não 
afetam significativamente a estabilidade térmica do heterodímero, ao contrário do que se sucede 
com o homodímero S100A9. Em termos do comportamento da curva de desnaturação também 
não se observa diferenças entre o heterodímero e a S100A8/A9 ligada com metais. Ambas 
apresentam um comportamento que sugere uma desnaturação característica de dois estados 
[85].  
 
Figura 3.9: Monitorização da desnaturação térmica do heterodímero S100A8/A9 na presença de 
várias concentrações de iões metálicos, por DSF. A- Desnaturação térmica na presença de cálcio. B- 
Desnaturação térmica na presença de cobre. C- Desnaturação térmica na presença de zinco. 
A B C 




Figura 3.10: Temperaturas de desnaturação do heterodímero S100A8/A9 na presença de várias 
concentrações dos iões metálicos. 
 
As diferentes concentrações de cálcio e cobre não alteram entre si a estabilidade térmica da 
S100A8/A9 (Fig. 3.9 – A e B). Comparando o heterodímero ligado a cálcio e a cobre com a 
S100A8/A9 na forma desmetalada verifica-se que também não há qualquer efeito em termos da 
estabilidade. Portanto, a ligação de cálcio e cobre à S100A8/A9 não provocam alterações 
conformacionais que promovam a desnaturação da proteína.  
As diferentes concentrações de zinco não alteram entre si a estabilidade térmica da proteína 
(Fig. 3.9 – C). Comparando a estabilidade térmica entre a apoproteína e a proteína ligada a zinco 
pode observar-se um ligeiro aumento da estabilidade térmica, no entanto não é significativa. A 
ligação de zinco à S100A8/A9 provoca ligeiras alterações conformacionais que atrasam a 
desnaturação da proteína.  
A partir destes resultados pode, então, constatar-se que, de um modo geral, os iões metálicos 
não afetam a estabilidade do heterodímero S100A8/A9. Contudo, entre os três iões metálicos, o 
zinco parece ter uma pequena influência na estabilidade da S100A8/A9, podendo este afetar 
mais a conformação do heterodímero e observando a curva de desnaturação, verifica-se um 
menor declive na presença de zinco, o que pode sugerir a formação uma gama maior de 
conformações intermédias.  
O fato de nenhum metal influenciar a estabilidade da S100A8/A9, sugere que a estrutura do 
heterodímero é mais resistente às alterações provocadas pela ligação dos iões metálicos do que 
o homodímero, ou que a ligação destes não induz alterações significativas na conformação, já 
que mesmo na forma desmetalada o heterodímero é mais estável termodinamicamente do que 
o homodímero. Estes resultados podem dever-se ao monómero S100A8 que quando interage 
com o monómero de S100A9 permita uma conformação mais “blindada” à proteína [64]. Pensa-
se também que os sítios de ligação de zinco e cobre se encontram entre as subunidades dos 
dímeros, sendo que deverão ser diferentes do homodímero S100A9, pelo que poderá justificar 
os diferentes comportamentos em termos de estabilidade [48]. 
 
Visto a ligação de um dos metais ao heterodímero não apresentar efeito na estabilidade térmica, 
seria interessante verificar se a presença de mais do que um ião metálico influencia a 
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estabilidade. O passo seguinte tratou-se da observação do efeito de dois iões metálicos na 
estabilidade térmica desta da S100A8/A9, pois esta apresenta locais de ligação diferentes aos 
três metais, e a ligação de dois dos metais pode provocar alterações conformacionais diferentes 
do que aquelas que acontecem na presença de apenas um. Os estudos de estabilidade estão 
demonstrados na figura 3.11. 
 
Figura 3.11: Monitorização da desnaturação térmica do heterodímero S100A8/A9 na presença de 
dois iões metálicos em simultâneo, por DSF. A- Desnaturação térmica do heterodímero na presença de 
cálcio e cobre (160µM). B- Desnaturação térmica do heterodímero na presença de cobre e zinco (160µM). 
C- Desnaturação térmica do heterodímero na presença de cálcio e zinco (160µM). 
 
 
Figura 3.12: Temperaturas de desnaturação da S100A8/A9 na presença de dois iões metálicos em 
simultâneo. 
 
Os estudos revelam que a estabilidade térmica da proteína S100A8/A9 na presença de dois dos 
iões metálicos, não é afetada de forma significativa, tal como acontece para a proteína na 
presença de apenas um dos iões metálicos.  
A S100A8/A9 na presença de cálcio e cobre em simultâneo apresenta uma temperatura de 
desnaturação de 69 oC, na presença de cálcio e zinco de 70 oC, e na presença de cobre e zinco 
uma temperatura de 65 oC (Fig. 3.12). Comparando estes valores com a temperatura de 
desnaturação da proteína desmetalada (69 oC), verificamos que mesmo na presença de dois 
iões metálicos em simultâneo a estabilidade da proteína não é alterada. Apenas se verifica uma 
pequena diminuição da estabilidade na presença de cobre e zinco em simultâneo, mas que não 
é considerada significativa. 
A B C 
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Em relação à curva de desnaturação pode verificar-se que quando a S100A8/A9 se encontra 
ligada a zinco (Fig. 3.11 – B e C), o seu declive é menos acentuado, sugerindo uma 
destabilização diferente, sobrepondo-se ao efeito do cálcio e do cobre. Estes resultados mostram 
mais uma vez que o zinco parece ser o ião metálico que provoca mais alterações em termos 
conformacionais e de estabilidade no heterodímero. O heterodímero possui local de ligação a 
zinco, onde o zinco se liga com grande afinidade, superior à afinidade dos outros iões metálicos, 
pelo que pode estar associado às atividades anti-micribianas e idutoras de apoptose atribuídas 
aos heterooligomeros de S100A8/A9, visto ser necessária a sequestração de zinco para estas 
atividades [64].  
Comparando as proteínas S100A9 e S100A8/A9, vemos que têm comportamentos e 
estabilidades diferentes uma em relação à outra. A interação do monómero de S100A9 com o 
de S100A8 fornece uma estabilização à subunidade de S100A9, que permite um aumento da 
área superficial da interface, não exposta, o que está relacionado com a estrutura quaternária do 
heterodímero ser mais semelhante ao homodímero S100A8 do que ao homodímero S100A9, 
sendo que os contatos próximos da interface das subunidades da S100A8/A9 são distintos dos 
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3.4 Análise da cinética de agregação das proteínas S100A9 e do heterodímero S100A8/A9 
em função do tempo 
 
A análise da estabilidade realizada anteriormente evidencia que o homodímero S100A9 é menos 
estável que o heterodímero S100A8/A9, sendo a exposição de zonas hidrofóbicas mais rápida 
tanto na presença como ausência de metais. Está descrito que estados conformacionais com 
estas características têm mais propensão para agregar, visto que o aumento da exposição de 
zonas hidrofóbicas pode potenciar interações aberrantes [90-91]. 
Estudos revelam que as proteínas S100 têm sido correntemente encontradas em agregados 
formados em certas patologias [39]. A agregação proteica está associada a um número variado 
de doenças degenerativas amilóides, como a doença de Alzheimer, onde a morfologia das 
espécies agregadas são tipicamente constituídas por folhas-β e fibras [90]. Estas patologias 
estão normalmente associadas a desregulação dos níveis de iões metálicos e portanto é 
importante estudar o efeito de metais no processo de agregação [91]. Para tal, foram feitos 
estudos de agregação, monitorizando a cinética de agregação ao longo do tempo, utilizando o 
fluoróforo ThT, onde é possível obter informações acerca da natureza do núcleo de agregação, 
a via de agregação dominante e propriedades das proteínas que conduzem à agregação [90]. O 
fenómeno de agregação proteica, conduzido por um mecanismo de polimerização dependente 
de nucleação, consiste na formação de fibras amilóides, constituídas por estruturas compostas 
por folhas-β num arranjo cross-β produzindo agregados insolúveis [92]. 
 
Primeiramente avaliou-se o nível de dependência da cinética de agregação em função da 
concentração. Portanto, começou-se por testar várias concentrações de S100A9 e S100A8/A9, 
20µM, 40µM, 80µM e 100µM.  
Para a S100A9 pôde verificar-se um aumento da intensidade de fluorescência de ThT imediato 
para todas as cinéticas, não apresentado uma curva sigmoidal. Considerou-se a concentração 
de 40µM de S100A9 para prosseguir os estudos, uma vez que as curvas cinéticas se mostraram 
iguais em todos os ensaios, e sendo que esta concentração se mostrou suficiente, e se encontra 
dentro das concentrações utilizadas nesta técnica e em estudos semelhantes [78]. 
Realizaram-se os mesmos ensaios para a S100A8/A9, observou-se que dentro do intervalo de 
tempo estudado não se verifica um aumento da fluorescência do ThT, podendo sugerir que 
nestas condições o heterodímero S100A8/A9 não produz agregados com reatividade para o ThT. 
Escolheu-se a mesma concentração que a do homodímero S100A9 para prosseguir os estudos, 
para ser possível uma melhor comparação.  
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3.4.1 Efeito dos iões metálicos na cinética de agregação do homodímero S100A9 
 
A S100A9 é bastante abundante no cérebro e devido à sua amiloidogénese pode ter um papel 
importante no desenvolvimento da AD. A compreensão dos mecanismos de ação da S100A9 
continua numa fase muito inicial e o seu conhecimento é crítico pois a S100A9 pode ser tanto 
um fator de risco como um alvo terapêutico para o diagnóstico e tratamento da AD [78]. 
Em seguimento dos ensaios anteriores, a etapa seguinte foi a de estudar o efeito dos iões 
metálicos na agregação. É relevante perceber de que forma os iões cálcio, cobre e zinco podem 
influenciar a cinética de formação amilóide, na medida em que estes iões estão presentes no 
meio extracelular, podendo estar ou não desregulados, e podem ter um efeito importante na 
agregação destas proteínas, pelo que a conformação das proteínas pode ser alterada quando 
ligadas aos iões metálicos. 
Analisando as cinéticas de agregação da S100A9 na presença e ausência dos metais sugere-se 
que se trata de uma agregação heterogénea, observando-se diferentes comportamentos 
cinéticos, o que sugere a formação de diferentes tipos de agregados. A cinética desta proteína 
não se comporta como uma curva típica sigmoidal referente à agregação dependente de 
nucleação e não há uma dependência clara da concentração do ião metálico (Fig. 3.13).  
Observa-se que em todas as cinéticas não existe uma fase lag, há um aumento da intensidade 
de fluorescência de ThT imediatamente a partir do tempo zero que poderá sugerir a formação de 
agregados proteicos logo no início da medição, na presença de todos os metais testados e na 
ausência deles. A ausência desta fase sugere que a S100A9 tem uma elevada propensão para 
formar agregados a partir da sua conformação solúvel [39]. 
 
Figura 3.13: Cinéticas de agregação do homodímero S100A9 na presença de várias concentrações 
dos iões metálicos. A- Cinética de agregação na presença de cálcio. B- Cinética de agregação na 
presença de cobre. C- Cinética de agregação na presença de zinco 
 
Testou-se inicialmente várias concentrações de cálcio. Observando a figura 3.13 – A, verifica-se 
que a adição de cálcio afeta a cinética de agregação da S100A9 para concentrações 2 e 4 vezes 
superiores à de proteína, verificando-se uma diminuição da intensidade de ThT sugerindo a 
A B C 
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formação de menos agregados ou a alteração da via de agregação para agregados menos 
reativos ao ThT, em comparação com a proteína na forma desmetalada. Maiores concentrações 
de cálcio podem ser atenuadoras da agregação da S100A9. O comportamento da curva na 
presença do cálcio mantém-se semelhante à S100A9. Após a primeira reação, observa-se uma 
segunda reação com características sigmoidais que poderá sugerir um segundo processo de 
formação de agregados de segunda ordem em que poderá ser dependente da formação de um 
núcleo de agregação, para a proteína na presença de menores concentrações dos iões metálicos 
(metade da concentração de proteína) [21]. 
A presença de cobre não potencia a fibrilação da S100A9. Entre as concentrações de cobre, 
encontram-se diferentes comportamentos de agregação (Fig.3.13 – B). Para menores 
concentrações de cobre, observa-se um aumento da intensidade de fluorescência de ThT por 
volta das 120 h, que poderá sugerir uma agregação de segundo grau, a partir dos agregados 
iniciais. Para as concentrações superiores (2x e 4x) é observado um comportamento 
exponencial. 
A presença de zinco induz a formação de agregados reativos a ThT com uma velocidade superior 
do que a S100A9 na forma desmetalada, no entanto com uma intensidade de fluorescência 
inferior (Fig. 3.13 – C). O homodímero S100A9 ligado com zinco apresenta um comportamento 
cinético diferente, observando-se uma curva côncava, onde se observa um crescimento inicial 
abrupto seguido de equilíbrio, sendo que a intensidade de fluorescência vai aumentando à 
medida que se aumenta a concentração de zinco. Este tipo de cinética é caraterizada por uma 
perda de fluorescência de ThT lenta ao longo do tempo, começando a partir de um nível alto de 
ligação inicial. O decaimento da intensidade de fluorescência pode ser explicado pelo rearranjo 
estrutural dos agregados em diferentes tipos amilóides diminuir o número de sítios de ligação a 
ThT, ou a agregação pode excluir os sítios de ligação do ThT do núcleo [39]. 
Observa-se um comportamento cinético diferente para uma concentração inferior de zinco 
(metade da concentração da proteína), assemelhando-se ao comportamento da apoproteína, 
mas com intensidade de fluorescência menor. O zinco parece potenciar de imediato a formação 
de agregados. A agregação da S100A9 ligada com zinco parece ter um processo de agregação 
diferente da S100A9 na presença de cálcio ou cobre. 
 
Após os estudos cinéticos com os diferentes iões metálicos separadamente, decidiu-se estudar 
o efeito da ligação de mais de um metal à S100A9 no mecanismo de formação de agregados 
proteicos ao longo do tempo, visto que estas proteínas podem não estar apenas em contato com 
um ião metálico ao executar as suas funções fisiológicas, pelo que é interessante observar as 
diferenças na agregação quando ligada a mais de um ião ou apenas a um. Realizaram-se os 
ensaios com concentrações dos iões metálicos em excesso para garantir que todos os sítios de 
ligação destes iões na proteína tivessem preenchidos.  
A figura 3.14 apresenta a cinética de agregação da S100A9 na presença de cálcio e cobre e 
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cálcio e zinco. Pode observar-se diferentes intensidades de fluorescência ThT entre a proteína 
ligada apenas a um metal e a S100A9 ligada a dois metais, embora adote um comportamento 
cinético mais semelhante a um dos metais em competição. 
É interessante notar que não existem alterações no perfil cinético e intensidade de fluorescência 
da proteína ligada a dois dos iões quando incubando um dos iões primeiro.  
            
Figura 3.14: Cinética de agregação do homodímero S100A9 na presença de dois iões metálicos em 
simultâneo. A - Cinética de agregação do homodímero na presença de cálcio e cobre. B - Cinética de 
agregação do homodímero na presença de cálcio e zinco. 
 
Na figura 3.14 –A observa-se que quando se procede a incubação prévia de cálcio e de seguida 
é adicionado cobre em excesso, o comportamento assemelha-se ao da proteína ligada a cálcio. 
Pode constatar-se que o cobre após a ligação de cálcio não influencia a agregação da S100A9, 
sugerindo que o cálcio tem maior influência na agregação do que o cobre. 
Aquando da adição de zinco à S100A9 previamente ligada a cálcio, esta apresenta um 
comportamento semelhante ao monitorizado para a proteína ligada apenas a zinco. O que sugere 
que o zinco influencia mais o comportamento cinético da S100A9 em relação ao cálcio (Fig. 3.14 
– B). 
Na figura 3. 15 encontra-se monitorizada a emissão de fluorescência ThT quando a S100A9 é 
incubada inicialmente com excesso de cobre. A proteína ligada a ambos os iões apresenta um 
comportamento que se assemelha à S100A9 ligada apenas a um dos metais, sendo a sua 
intensidade de fluorescência intermédia. Isto pode sugerir que ambos os metais influenciam a 
formação de agregados, sendo que o cálcio provoca alterações quando a proteína já se encontra 
ligada a cobre. 
Constata-se que a S100A9 ligada a ambos apresenta um comportamento semelhante ao da 
proteína ligada com excesso de zinco, no entanto com menor intensidade de fluorescência ThT. 
Isto pode sugerir que o zinco tem maior influência na estrutura da S100A9 (Fig. 3.15 – B). 
 
A B 
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Figura 3.15: Cinética de agregação do homodímero S100A9 na presença de dois iões metálicos em 
simultâneo. A - Cinética de agregação do homodímero na presença de cobre e cálcio. B - Cinética de 
agregação do homodímero na presença de cobre e zinco. 
 
Por fim, na figura 3.16 encontra-se a cinética de agregação da S100A9 incubada com excesso 
de zinco. Observa-se que a adição de cálcio provoca um aumento da intensidade de 
fluorescência do ThT, contudo a cinética é semelhante à da proteína ligada apenas a zinco. Estes 
ensaios sugerem que o zinco tem maior influência no comportamento da S100A9. 
Comparando a figura 3.16 – A com a figura 3.14 – B observa-se que quando a S100A9 é 
incubada primeiramente com zinco existe uma maior alteração na intensidade, e portanto pode 
indicar que o cálcio tem maior influência quando a proteína já se encontra ligada a zinco. 
Em relação à figura 3.16 – B, a ligação de cobre à S100A9 diminui a intensidade de fluorescência 
em constraste a quando se adiciona cálcio. A cinética mantém-se semelhante à S100A9 ligada 
a zinco, o que pode sugerir que o cobre diminui a formação de agregados reativos a ThT.  
         
Figura 3.16: Cinética de agregação do homodímero S100A9 na presença de dois iões metálicos em 
simultâneo. A - Cinética de agregação do homodímero na presença de zinco e cálcio. B - Cinética de 
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Pode concluir-se que o zinco é o ião metálico que mais influencia a cinética de agregação da 
S100A9, pois na presença deste a S100A9 apresenta uma cinética semelhante a este mesmo 
na presença dos outros iões, Ca2+ e Cu2+. Estes resultados sugerem que a ligação de zinco tem 
maior efeito na conformação da S100A9, tendo maior influencia na formação dos agregados. 
Este resultado era espectável uma vez que são encontradas quantidades significativas deste ião 
metálico em depósitos proteicos em diversas doenças neurodegenerativas, como a AD [93]. 
Em seguimento dos resultados apresentados na secção 3.3.1, era de esperar que os iões 
metálicos potenciassem a agregação da S100A9 uma vez que vimos serem destabilizadores da 
S100A9. Os resultados aqui apresentados não corroboram totalmente essa hipótese, apenas na 




3.4.2 Efeito dos iões metálicos na cinética de agregação do heterodímero S100A8/A9 
 
Foram realizados os mesmos ensaios com o heterodímero S100A8/A9, para perceber de que 
forma os iões metálicos influenciam a formação de agregados desta proteína, visto que esta tem 
a capacidade ligar cálcio, cobre e zinco, podendo modular a conformação dos agregados 
formados. Na figura 3.17 encontra-se a monitorização dos ensaios cinéticos de agregação da 
S100A8/A9 na presença de várias concentrações dos iões metálicos.  
As cinéticas de agregação da S100A8/A9 não apresentam um comportamento sigmoidal típico 
de agregação dependente de nucleação, tal como visto para o homodímero S100A9. Observa-
se um aumento imediato pouco acentuado da intensidade de fluorescência do ThT, tanto na 
ausência como na presença dos iões metálicos. O comportamento cinético assemelha-se a uma 
curva côncava, que sugere a formação de agregados nos tempos iniciais.  
 
Figura 3.17: Cinética de agregação do heterodímero S100A8/A9 na presença de várias 
concentrações dos iões metálicos. A- Cinética de agregação na presença de cálcio. B- Cinética de 
agregação na presença de cobre. C- Cinética de agregação na presença de zinco. 
 
A B C 
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Pela observação da figura 3.17 – A, pode verificar-se que a adição de cálcio não altera o perfil 
cinético de agregação da proteína. Observa-se um aumento da fluorescência de ThT em função 
do aumento da concentração de cálcio, o que sugere que o cálcio potencia a formação de 
agregados reativos a ThT ou induz alterações conformacionais que ligam mais ThT. 
A monitorização da cinética de agregação da S100A8/A9 na presença de cobre encontra-se na 
figura 3.17 – B. Em relação ao heterodímero na forma desmetalada, o ião cobre parece não 
alterar a cinética de formação amilóide. 
Em relação ao heterodímero S100A8/A9 na presença de zinco (Fig. 3.17 – C), não se constata 
nenhuma alteração no comportamento cinético entre a apoproteína e o heterodímero ligado a 
zinco. O aumento da concentração de zinco conduz a um ligeiro aumento da emissão de 
fluorescência de ThT, o que sugere que quanto maior a concentração de zinco, maior o número 
de agregados formados com reatividade para o ThT. 
O cálcio e o zinco parecem ser os metais que mais rapidamente provocam alterações 
conformacionais na S100A8/A9, e portanto há uma maior formação de agregados, sendo que o 
cálcio parece ser maior potenciador da agregação do heterodímero. Estes resultados corroboram 
com a literatura, onde se afirma que o zinco e o cálcio induzem alterações estruturais no dímero 
e em alguns casos a atividade biológica destas proteínas é mais regulada pelo zinco do que pelo 
cálcio [94]. 
 
De seguida realizaram-se ensaios de cinética de agregação misturando os diferentes metais, de 
forma a estudar o efeito de mais de um metal no processo de agregação da S100A8/A9, uma 
vez que pensa-se que esta proteína tenha diferentes funções consoante os iões metálicos 
ligados e que a presença de um segundo metal pode inbir o comportamento de outro. Neste 
ensaio pode observar-se uma mudança de intensidades de fluorescência de ThT da S100A8/A9 
ligada a dois dos iões metálicos em estudo comparativamente à proteína ligada apenas a um 
dos metais e também à proteína na forma desmetalada.  
Na figura 3.18 encontram-se as cinéticas de agregação da S100A8/A9 previamente incubada 
com excesso de cálcio antes da adição dos outros metais. A adição de cobre parece não alterar 
o comportamento cinético da proteína, mas observa-se uma diminuição da intensidade de 
fluorescência em relação à S100A8/A9 ligada a cálcio apenas (Fig. 3.18 – A), o que pode sugerir 
que o cobre atenua o efeito do cálcio. 
Quando se adiciona zinco observa-se um decréscimo acentuado na intensidade de 
fluorescência, o que sugere a diminuição de agregados reativos a ThT. Como tal, pode existir 
diminuição de locais específicos para a ligação de ThT, sendo que há diminuição de intensidade 
em relação à S100A8/A9 ligada ao cálcio e ao zinco isoladamente.  
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Figura 3.18: Cinética de agregação do heterodímero S100A8/A9 na presença de dois iões metálicos 
em simultâneo. A - Cinética de agregação do heterodímero na presença de cálcio e cobre. B - Cinética de 
agregação do heterodímero na presença de cálcio e zinco. 
  Na figura 3.19 estão representadas as cinéticas de agregação da S100A8/A9 incubada 
previamente com cobre. Quando se adiciona cálcio o comportamento cinético da S100A8/A9 
assemelha-se ao da proteína ligada apenas a cálcio, com intensidades de flurescência 
semelhantes (Fig. 3.19 – A). Portanto, o cálcio parce ter uma maior influência do que o cobre na 
formação de agregados proteicos. Em relação à adição de zinco ao heterodímero ligado com 
cobre, o comportamento cinético é semelhante ao da S100A8/A9 ligada apenas a zinco. Portanto 
o cobre parece ser o ião metálico que apresenta menor efeito no processo de agregação. 
 
        
Figura 3.19: Cinética de agregação do heterodímero S100A8/A9 na presença de dois iões metálicos 
em simultâneo. A - Cinética de agregação do heterodímero na presença de cobre e cálcio. B - Cinética de 
agregação do heterodímero na presença de cobre e zinco. 
 
Na figura 3.20 está monitorizada a cinética de agregação da S100A8/A9 incubada com excesso 
de zinco, onde de seguida se adicionou os outros iões metálicos. Na figura 3.20 – A pode 
constatar-se que a S100A8/A9 ligada a zinco e cálcio apresenta uma cinética semelhante ao 
heterodímero ligado apenas a cálcio, mas apresenta uma intensidade de fluorescência de ThT 
A B 
A B 
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inferior, o que sugere a diminuição de agregados reativos a ThT. Comparando com a figura 3.18 
– B pode verificar-se que não há alteração na cinética em relação à incubação prévia do cálcio 
ou do zinco. A presença dos dois metais em simultâneo parece atenuar o efeito potenciador da 
agregação de ambos. 
A cinética do heterodímero S100A8/A9 ligado com zinco e cobre apresenta um comportamento 
que se assemelha ao da proteína ligada a um dos metais isoladamente, mas com uma 
intensidade de fluorescência inferior à da proteína ligada a zinco e superior à da proteína ligada 
a cobre. O cobre parece modificar a conformação da S100A8/A9, diminuindo a formação de 
estruturas reativas a ThT, quando o zinco já se encontra ligado. O heterodímero apresenta uma 
cinética semelhante à observada na figura 3.19 – B, com intensidade ligeiramente inferior.  
 
       
Figura 3.20: Cinética de agregação do heterodímero S100A8/A9 na presença de dois iões metálicos 
em simultâneo. A - Cinética de agregação do heterodímero na presença de zinco e cálcio. B - Cinética de 
agregação do heterodímero na presença de zinco e cobre. 
 
É importante notar que há uma maior diferença na intensidade de fluorescência de ThT na 
cinética da S100A8/A9 ligada a zinco e cálcio em simultâneo, apresentando menores valores de 
intensidade, o que poderá hipoteticamente sugerir uma menor formação de agregados. 
Comparando a S100A8/A9 ligada a dois metais com a proteína na forma desmetalada constata-
se que há sempre maior intensidade de fluorescência de ThT, e um crescimento mais acentuado, 
tanto para a proteína ligada a dois metais como para a proteína em excesso de metais. Estes 
resultados sugerem que quando o heterodímero se encontra com os locais de ligação de um dos 
três iões metálicos em estudo todos preenchidos há um potenciamento de agregação, havendo 
maior formação de agregados proteicos reativos a ThT. 
Comparando os resultados aqui apresentados com os observados para a estabilidade térmica 
da S100A8/A9 (secção 3.3.2), esperava-se que os iões metálicos não influenciassem 
significativamente a agregação da S100A8/A9, uma vez que a ligação dos metais à proteina não 
alterou a estabilidade e a estabilidade é um dos fatores que influencia a agregação. No entanto, 
A B 
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os ensaios revelaram que os iões metálicos potenciam a formação de agregados do 
heterodímero. 
Tendo em conta estes ensaios constata-se a elevada propensão pra a formação de agregados 
da S100A8/A9 na presença de cálcio, zinco e cobre, pelo que pode sugerir que no processo de 
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3.5 Efeito do homodímero S100A9 e do heterodímero S100A8/A9 na agregação do péptido 
Aβ1-42  
 
O péptido amilóide beta aparece associado a doenças neurodegenerativas, sendo o principal 
componente de placas amilóides, nomeadamente na AD [97,98, 99]. Como tal, é provável que 
as proteínas S100 possam influenciar a patologia do Aβ, uma vez que estas são encontradas em 
alguns locais em simultâneo com o péptido Aβ [78]. Portanto decidiu-se estudar o efeito do 
péptido Aβ na agregação do homodímero da S100A9 e do heterodímero S100A8/A9. 
Monitorizaram-se as cinéticas de agregação do péptido com diferentes concentrações. O péptido 
Aβ1-42 apresenta uma curva do tipo sigmoidal, sendo a curva cinética semelhante às obtidas em 
estudos anteriores [98].  
 
 
3.5.1 Efeito do homodímero S100A9 na cinética de agregação do péptido Aβ1-42  
 
A formação amilóide a partir de péptidos é um processo altamente específico. Um vasto número 
de proteinas humanas são propensas para auto-agregarem-se na forma de fibras amilóides. O 
cross seeding refere-se à habilidade dos agregados de um péptido promoverem a conversão de 
péptidos solúveis de outro tipo em agregados maduros [99]. 
Devido à importância do ciclo caltalítico na produção de oligómeros de Aβ1-42, uma estratégia 
atrativa para prevenir a formação destes conjuntos prejudiciais seria a identificação de inibidores 
que possam interferir com atividade catalitca das superfícies fibrilares [100]. Neste estudo 
pretende observar-se o efeito da S100A9 na agregação deste péptido. 
O homodímero S100A9 é formado por um empacotamento anti-pararelo de dois monómeros. 
Por conseguinte, a ligação de péptidos Aβ às regiões hinge dos dois monomeros fornece a 
possibilidade de empacotamente anti-paralelo [81]. Como a formação amilóide é dependente da 
concentração, dependendo do rácio de concentração de S100A9 e Aβ1-42, um deles pode ser 
mais propenso para agregar formando agregados termodinamente estáveis mais rapidamente 
do que o outro.  
Primeiramente monitorizou-se a cinética de agregação da S100A9 na presença de diferentes 
concentrações de Aβ1-42. A figura 3.21 mostra a cinética de agregação do homodímero S100A9 
quando se adiciona diferentes concentrações de Aβ1-42 (10 e 20%). 





Figura 3.21: Cinéticas de agregação do homodímero S100A9 na presença do péptido Aβ1-42. A- Cinética 
de agregação do homodímero S100A9 na presença de 2µM de Aβ1-42. B- Cinética de agregação do 
homodímero S100A9 na presença de 4µM de Aβ1-42. 
 
A adição de baixas concentrações de Aβ1-42 parece alterar o comportamento de agregação da 
S100A9, sugerindo a participação e co-agregação das duas proteínas. Com a concentração de 
10% observa-se uma curva cinética com menor intensidade de ThT relativamente à S100A9 e 
uma ligeira alteração do perfil cinético da S100A9 (Fig. 3.21 – A), mas com uma concentração 
de 20% de Aβ1-42 parece não haver alterações no perfil cinético de agregação (Fig. 3.22 – B), o 
que pode sugerir que concentrações mais baixas do péptido podem atenuar o efeito de 
agregação da S100A9. No entanto verifica-se um aumento da formação de agregados reativos 
a ThT de 10% para 20% de Aβ1-42.  
Na literatura é possível encontrar que para concentrações superiores a 5µM de Aβ1-42 há um 
aumento da formação de agregados após 24h na presença de S100A9 [78]. Estes dados podem 
corroborar com os obtidos, uma vez que se observa um aumento significativo na formação de 
agregados reativos a ThT da S100A9 com Aβ1-42 relativamente ao péptido Aβ1-42.  
 
 
3.5.2 Efeito do heterodímero S100A8/A9 na cinética de agregação do péptido Aβ1-42  
 
A elevada capacidade de formação amiloide da S100A8/A9 pode levar à sua deposição amilóide 
em algumas doenças, caraterizada pela sua expressão elevada, mostrando um importância 
patológica, pelo que é necessário uma investigação aprofundada dos mecanismos de agregação 
desta proteina.  
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Na figura 3.22 estão representadas as cinéticas de cross seeding da S100A8/A9 e Aβ1-42. Em 
relação ao heterodímero S100A8/A9, a adição de 10% de Aβ1-42 (2µM) não influencia a cinética 
de agregação da S100A8/A9 (Fig. 3.22 – A). Contudo 20% de Aβ1-42 induz um aumento de 
intensidade de ThT que poderá sugerir que o Aβ1-42 poderá recrutrar a S100A8/A9 para a 
formação de agregados reativos a ThT e sugerindo que o Aβ1-42 potencia a agregação da 
S100A8/A9 (Fig. 3.22 - B). 
O péptido Aβ1-42 parece influenciar o perfil cinético da S100A8/A9, passando de um 
comportamento semelhante a uma cinética do tipo côncava, para uma curva sigmoidal sendo 
que se verifica um segundo crescimento a partir das 20h (Fig. 3.22 – B). Estes resultados podem 
sugerir que quando existe a interação da S100A8/A9 com uma certa quantidade de Aβ1-42 há 
uma maior propensão para a formação de agregados com afinidade para o ThT. Portanto fica a 
hipótese do heterodímero ser potenciador da agregação do péptido Aβ. 
 
Figura 3.22: Cinéticas de agregação do heterodímero S100A8/A9 na presença do péptido Aβ1-42. A- 
Cinética de agregação do heterodímero S100A8/A9 na presença de 2µM de Aβ1-42. B- Cinética de 
agregação do heterodímero S100A8/A9 na presença de 4µM de Aβ1-42. 
 
Este estudo não se encontra completo, sendo que no futuro pretende-se estudar outros aspetos, 
como o efeito de outras concentrações de Aβ1-42, para avaliar o nível de dependência da cinética 
de agregação da S100A9 e S100A8/A9 em função da concentração de Aβ1-42, estudos de 
estabilidade e conformacionais de modo a elucidar acerca das interações entre estas proteínas 










A presença de depósitos proteicos no cérebro é uma caraterística comum a várias doenças 
neurodegenerativas [28]. É relevante estudar fatores que possam afetar a estabilidade das 
proteínas presentes nestes agregados e consequentemente influenciem a agregação, uma vez 
que os mecanismos envolvidos no processo da deposição de agregados proteicos continuam 
desconhecidos.  
Em algumas doenças neurodegenerativas, como a doença de Alzheimer, é possível encontrar 
as proteínas S100A9 e S100A8 em depósitos proteicos. Em casos de inflamação, a forma 
dimérica da S100A9 é o estado conformacional desta proteína segregado preferencialmente e a 
presença da proteína S100A8 é normalmente encontrada associada à S100A9 na forma de 
heterocomplexo [101]. É portanto relevante estudar o mecanismo de agregação destas proteínas 
e perceber de que forma podem influenciar a agregação do péptido Aβ1-42, o principal constituinte 
das placas amilóides encontrado na doença de Alzheimer [97]. 
Os estudos de estabilidade na presença de metais são importantes uma vez que muitas 
patologias estão associadas à desregulação de iões metálicos e a associação a estes pode 
modificar a conformação da proteína. Os estudos de estabilidade térmica foram realizados tanto 
na presença como na ausência de três iões metálicos, cálcio, cobre e zinco, visto que tanto a 
proteína S100A9 como a S100A8/A9 possuem locais de ligação a estes metais [83]. Os 
resultados apresentados revelam que a S100A8/A9 é termodinamente mais estável que a 
S100A9 tanto na ausência como na presença de qualquer um dos metais, podendo justificar a 
maior quantidade de S100A9 encontrada em depósitos proteicos em comparação com o 
heterodímero [54]. O monómero de S100A8 confere uma maior estabilidade à subunidade de 
S100A9, sugerindo que os contatos entre as duas subunidades são distintos do homodímero 
S100A9, permitindo uma conformação mais blindada para a S100A8/A9 do que para o 
homodímero S100A9.  
Os três iões metálicos, Ca2+, Cu2+ e Zn2+, revelaram modular a estabilidade térmica do 
homodímero S100A9 de forma destabilizadora, promovendo a exposição das regiões 
hidrofóbicas da mesma a menores temperaturas, visto que o que confere maior estabilidade ao 
homodímero é o seu core hidrofóbico [54]. A presença de dois dos metais em simultâneo permitiu 
testar se as modificações conformacionais na proteína eram significativamente diferentes do que 
as provocadas apenas para um metal e se a estabilidade era afetada de forma diferente. A 
ligação de dois metais não mostrou afetar a estabilidade térmica da proteína, o que pode indicar 
que quando a S100A9 possui todos os locais de ligação aos iões metálicos ocupados pode sofrer 
alterações conformacionais mas que mantêm o núcleo hidrofóbico blindado. Em simultâneo o 
cálcio e o cobre estabilizam a proteína, aumentando a sua temperatura de desnaturação. As 
curvas de desnaturação da S100A9 desmetalada e da S100A9 na presença de metais sugerem 
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mecanismos de desnaturação diferentes, revelando que na presença de iões metálicos parece 
haver um processo de desnaturação de dois estados [85]. 
A estabilidade térmica da S100A8/A9 não parece ser afetada por nenhum dos iões metálicos na 
gama estudada (concentração de 0,5 a 4 vezes superior à de proteína). A presença de dois iões 
metálicos também não parece afetar de forma significativa a estabilidade térmica do 
heterodímero, o que sugere que a estrutura do heterodímero é mais resistente às alterações 
provocadas pela ligação dos iões metálicos do que o homodímero, já que mesmo na forma 
desmetalada o heterodímero termodinamicamente mais estável. Estudos afirmam que os sítos 
de ligação a cobre e zinco encontram-se na interface das duas subunidades, pelo que devem 
diferir do homodímero para o heterodímero e como tal pode explicar as diferentes estabilidades 
das duas proteóinas na presença destes iões metálicos. Os ensaios monitorizados na presença 
de zinco são mais heterogéneos, o que pode indicar que o zinco apresenta uma maior influência 
na estabilidade da S100A8/A9. Estes resultados corroboram com estudos anteriores que 
afirmam que a atividade da S100A8/A9 está fortemente relacionada com a sequestração de zinco 
[83]. 
A outra vertente do trabalho destinava-se ao estudo cinético de formação de agregados da 
S100A9 e S100A8/A9 a fim de averiguar o efeito de possíveis moduladores de agregação. A 
cinética de agregação da S100A9 não apresenta um comportamento típico sigmoidal, 
apresentando uma cinética mais semelhante a uma curva côncava, sem se verificar uma fase 
lag. O heterodímero S100A8/A9 também apresenta um comportamento que se assemelha a uma 
curva côncava, com um crescimento elevado a partir do tempo inicial seguido de equilíbrio.  
A presença dos iões metálicos, cálcio, cobre e zinco, sugere que se trata de uma agregação 
heterogénea, constatando-se diferentes perfis cinéticos para a agregação da S100A9, revelando 
a formação de diferentes tipos de agregados. O cálcio e o cobre não mostraram potenciar a 
agregação da S100A9. O comportamento cinético da S100A9 na presença de zinco parece 
diferente em relação à presença dos outros iões metálicos, apresentando uma curva côncava 
com elevada formação de agregados reativos a ThT no início do ensaio. Este comportamento 
cinético assemelha-se ao monitorizado para o heterodímero S100A8/A9.  
As cinéticas da S100A8/A9 apresentadas na presença dos iões metálicos também não são 
cinéticas típicas de agregação dependente de nucleação. Os ensaios revelam que o cálcio, o 
cobre e o zinco potenciam a formação de agregados reativos a ThT, ao contrário do que se 
sucede com a S100A9. Portanto, estes iões metálicos parecem ter um papel importante na 
agregação da S100A8/A9. Para um estudo mais completo pretendia-se averiguar a morfologia 
dos agregados, oligómeros ou fibras, por dot blot, e analisar a toxicidade dos mesmos. 
Como um dos objetivos deste trabalho seria perceber de que forma estas proteínas S100 
influenciam a agregação do péptido Aβ1-42, realizaram-se ensaios cinéticos da agregação da 
S100A9 e da S100A8/A9 com o Aβ1-42. A presença do péptido Aβ1-42 parece afetar o 
comportamento de agregação da S100A9, sugerindo a participação e co-agregação das duas 
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proteínas. A co-agregação do heterodímero S100A8/A9 com o péptido Aβ1-42 parece modificar o 
comportamento cinético da S100A8/A9, verificando-se um comportamento do tipo sigmoidal, 
com uma fase lag superior à monitorizada para o Aβ1-42. O aumento da formação de agregados 
reativos a ThT, sugere que o Aβ1-42 pode recrutar a S100A8/A9, potenciando a sua agregação. 
Se se confirmar estes resultados, pode-se sugerir que a S100A8/A9 esteja envolvida na 
agregação da Aβ1-42 e possa ter um papel significativo na formação de depósitos amilóides. Estes 
ensaios foram pouco replicados, pelo que são apenas exploratórios e enckntram-se numa fase 
muito inicial. O trabalho futuro seria o estudo da co-agregação da S100A9 e da S100A8/A9 com 
o Aβ1-42 na presença de outras concentrações de Aβ1-42, para avaliar o nível de dependência de 
concentração. No futuro pretende-se estudar também o efeito dos iões metálicos no processo de 
agregação das mesmas, visto estes poderem estar desregulados em doenças 
neurodegenerativas e poderem ter um potencial papel na agregação da Aβ1-42. 
Com este trabalho, podemos concluir assim que o homodímero S100A9 e o heterodímero 
S100A8/A9 têm comportamentos bastantes distintos. Em termos de estabilidade térmica a 
S100A8/A9 é bastante mais estável, sendo que mesmo na presença de iões metálicos a sua 
estabilidade não se altera. Ambas as proteínas revelam propensão para formar agregados, 
sendo essa influenciada pelos iões cálcio, cobre e zinco. Os iões metálicos revelaram potenciar 
a agregação das duas proteínas, pelo que pensa-se que estes são moduladores de agregação 
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Figura 6.1: Cinética de agregação do homodímero S100A9, com várias concentrações. A - Cinética 
de agregação do homodímero S100A9, sem adição de sal. B - Cinética de agregação do homodímero 
S100A9, com adição de NaCl. A roxo a poteína a uma concentração de 20 µM, a azul escuro a 40 µM, a 
azul a 80 µM, e a lilás a 100 µM. 
B A 
Figura 6.2: Cinética de agregação do heterodímero S100A8/A9, com várias concentrações. A - 
Cinética de agregação do heterodímero, sem adição de sal. B - Cinética de agregação do heterodímero, 
com adição de NaCl. A roxo a proteína a uma concentração de 20 µM, a azul escuro a 40 µM, a azul a 80 
µM, e a lilás a 100 µM. 
A B 
